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序 論
ポ リ ア ミ ン は あ らゆ る細胞 に存 在し ､ 代表的 な もの と して スペ ル ミ
'
ジ
ン (SP･D)､ ス ペ ル ミ ン (SP) 及び これ らの 前駆 体で ある プトレ ス シ ン
(Pヒ汀) が知 ら れ て お り ､ 細胞 の 増殖 に 先立 っ て 盛ん に 合成 きれる こ とか
ら ､ 増殖 と の 様 々 な 関わ り が注目 ざれ て い る ト 3 )｡ ポリ ア ミ ン の作用と
して は ､ DNA の安定 化4 - 5 )､ DNA合成の 促 進6
一 川 )
､ RNA合成の 促進1 1･
1 2 )
､ 蛋白質合成の 促進1 3
‾ 2 1 )
､ 蛋白質合成に お け る誤訳 の 減少2 2
- 2 9 )な
ど が知ら れ て い る ｡ ま た ､ 腫楊マ ー カ ー と して ポリ ア ミ ン を 臨床領域 で
利用す る 試み も な さ れ て い る3 色･ 3 1 )｡ しか し ､ ポリ ア ミ ン の 作用磯作の
詳細 は い ま だ不明な 点 が多 い ｡ 著者は ､ 細胞の 増殖 に 不可欠 な蛋白質令
成 に 対 する ポ リ ア ミ ン の 作用 に 注目し ､ 大腸菌の リボ ソ ー ム の 生成に 対
す るポ リ ア ミ ンの 効果 な らび に 大腸菌 および枯草菌の リポ ソ ー ム サブユ
ニ ッ ト の 安定性 およ び 再構成に 対す る ポリ ア ミ ン の 影響 を調 べ ､ ･ き らに
ポ リ ア ミ ン に よ り 16 Sリボ ソ ー ム R NA(16SrRNA) へ の ア セ ンブ リ ー が
促進 ざ れ る蛋白質 を分析 し た｡ つ い で ､ リポ ソ ー ム 上の ポ リ アミ ンの 結
合部 位を調 べ る ため ､ 二 価性架橋剤 を 用 い て ､ 1 4c- ポリ ア ミ ン と架橋し
た リJiくソ - ム 蛋 白
`
賞 を 解析L T､ ポ リ ア ミ ンの 作用 と結合部位の 関係を検
討し た ｡ ま た ､ 大腸菌 と高度好熟菌 の 無細胞蛋白質合成系 を用い て ､ 鍾
々 の ポ リ ア ミ ン アナ ロ グ の 作用 と温度の 関係を調 べ ､ 蛋 白質合成 に お 汁
るポ リ ア ミ ン作用の 温度依存性 を検討した｡
ポ リ ア ミ ン が 30Sリボ ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ トの 生成を促進 する 機構 に つ
い て ､ 著者 らは 一 つ の 一仮説を 唱え て き た ｡ す な わ ち､ ポ T) アミ ン は 23S
コ ア 粒子の 構造 を変 化さ せ ､ 16SrRN A の 5' 末端か ら 1517と1518番
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目 の 二 つ 並 ん だ ア デ ニ ン の メ チル 化を促進 する3 2) ｡ こ の メ チル 化は リポ
ソ ー ム の ア セ ン ブ リ ー の 中期 に 起 こ る こ と が報告 さ れ て お り33) ､ メ チル
化の 進行と 平謹iし て ス プリ ッ ト蛋 白質 ､ 特に S l蛋白質 が 23Sコ ア 粒子
へ 結合し ､ そ の 結果 30Sリポ ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ トの 生成 がポ リ ア ミ ン に
よ り促進 きれ る と い う 機 構を 想定 した ｡ そ こ で 著者 は､ 大腸菌の 16S
l
､RNA の二 つ 並 ん だ ア デ ニ ン の メ チ ル 化酵素 が欠損 し た株 (カ スガマ イ シ
ン耐性株3 4 )) か ら 16SrRNAを調製し ､ リポ ソ ー ム の 30Sサブ ユ ニ ッ
ト粒子 の iJ3 地 再構 成に 対 す るポ リ ア ミ ン の 効果を 検討 し た｡
枯草菌の iB 血 蛋白質合成実験 は い く つ か 報告さ れ て い るが3 5
‾
4 1 )
､ 新 たに 調製 し た リポ ソ ー ム を用 い て も ､ 枯草菌 の 系 は大腸菌の 系 よ
り も蛋白質合成能が 低 く ､ そ の 原因は 3 0Sサ ブ ユ ニ ッ トの 不括化に あり
I L:3 ･ 3 5･ 39)
､ リポ ソ ー ム 蛋白質を枯草菌 自身の 2 種の プ ロ テ ア ー ゼ4 3･
4 月' が分解 する 為と き れ て きた3 E･ , 4 a )｡ そ こ で ､ な る べ く高 い 活性 を保持
し た枯 草菌 30S サ ブ ユ ニ′､ソ トを 得る た め ､ こ の 不安定性 の 原 因を調 べ た｡
枯草菌 の リポ ソ ー ム の 30Sサブ ユ ニ ッ ト に は確 か に 大腸菌 と較 ぺ て 多量
c)プロ テ ア ー ゼ が 存在 し た が ､ リポ ソ ー ム 蛋白質 を分解す る ほ どの 量で
は な く ､ む し ろ 16Sl､RNA の切断 が不括化 の 原 因で ある こ と を見 い だし
た ｡ 更 に ､ 30 Sサ ブ ユ ニ ッ トを調製 す る 際 に SPDを緩衝液の 中に 加 える
と ､ 16SrRN A の分解 が阻害 きれ ､ リボ ソ ー ム の 活性 との 比較 で 大腸菌と
同程度 に 活性 を保持 し た 枯草 菌の 30Sリボ ソ ー ム サ ブユ ニ ッ トが 得られ
た ｡
大腸 菌の ポ リ ア ミ ン要求株 や ポリ ア ミ ン の 生合成阻害剤で ポ リ ア ミ ン
を枯 渇さ せた リ ン パ 球 を用 い て ､ 例 えば ､ 大腸菌 の RNAポリ メ ラ ー ゼ の
BB
'
･サ ブ ユ ニ ッ トや4 5 )､ 牛 リ ン パ 球 の チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ A 6 )な どの 合成
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をポ リ ア ミ ン が特 異的に 促進す る こ とが明 らか に さ れて い る ｡ 特定 の 蛋
白質を ポリ ア ミ ン が どの 様 に 促進す る か を知る ため に は､ リ ボ ソ ー ム 上
の ポ リ ア ミ ン結 合部位を 調 べ る こ と が重 要 で ある ｡ ポ リ ア ミ ン は､ RNA
と 結合 する 性質が あ る の で 4 丁･ 1 8 )､ エ チ ル + トア チドベ ン ゾイ ル ア ミ ノ ア
セ チ ミ デ ー ト4 9 )や 2- イ ミ ノ チオ ラン5 B )を架塘剤と して 用い ､ 直接リポ
ソ ー ム 上の ポ リア ミ ン 結合部位 を決定し よ う と試 み た｡ しか し ､ rRNÅと
架橋L/ た [1 4c]sp の量 が極め て 少なく ､ こ の 試み は 成功 しな か っ た｡ そ
こ で ､ リボ ソ ー ム 蛋 白質 とポ リ ア ミ ン を 二 価性架橋剤を用 い て 架橋きせ ､
間接的 に浦 リ ア ミ ン の 結合部 位を調 べ た｡ SPと架揺す る T)ボ ソ - ム 蛋白
質 の 同定 は Be r n abe u ら5 1 )に よ っ て 報告き れ て い る ｡ し か し､ 彼 らの 架
橋 の 嘉 件は (A) 架橋剤濃度が 高過 ぎ蛋白質間で の 架橋が 起き て しま っ た ､
(B) 架橋時 の イオ ン条件 が生理的粂件と か け離 れ て い た た め リポ ソ ー ム
の 立体構造 に 変化 が 生 じた､ (C) SPと架橋 した 蛋白質はゲル 電気泳動後
の ブ ル オロ グラ ブ イ 一 に よ る と少 し塩基性側に 現れ る が ､ 彼ら は蛋 白質
を 染色 し た スポ ッ トの 放射滴 性を 測定し た の で リJiiソ - ム 蛋白質当り の
架橋 量 が正確に測 れ な か っ た と思 わ れ る ｡ そ こ で ､ 以上 の 点 に 留意 レて
架橋 を行 い ､ リボ ソ ー ム 上の ポ リ ア ミ ン 結 合部位 を解析 した ｡
ポ リ ア ミ ン は iB 地 蛋白質合成 に お い て 至適マ グネ シ ウム膿度を
低下き せ る ばか り で な く ､ マ グネ シ ウ ム イ オ ンの み で は合成で き な い 量
以上に 合成を ･f,q 達す る 効果が あ る1 37 1 4･ 1 8. 2 1, 5 2 )｡ 更 に ､ 高度好熟菌 の
撫細 胞実 験系で は､ SP を添加 する と 65 - 80
o
C でポリプ ユ ニ ル アラ ニ ン
･合成 が可能 に な る こ と が 知ら れ て い る5 3 )｡ 近年､ 大 島ら は多数 の新 し い
ポリ ア ミ ン を 高度好熟菌の The r m u s 拠 出⊥L_坦 か ら分離 して い る ｡
至適増殖条 件 で は ､ ト リ ア ミ ンと し て は ノ ル ス ペ ル ミ ジ ン ､ スペ ル ミ ジ
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ン ､ む迎
- ホ モ スペ ル ミ ジ ン 5 4 )が ､ テト ラ ア ミ ン と し て は サ ー モ ス ペ ル ミ
ン
F, 5 )と サ ー ミ ン 5 6 )が 存在す る｡ さ ら に 生育温 度が 上昇 する と ､ 二 つ の
ペ ン タ ア ミ ン が菌 中で 増加す る5 7
‾ 5 9 )
｡ 以上 の こ と か ら ､ こ れ ら の ポ リ
ア ミ ン は生育 温度 の 変化 と深 い 結び 付き が ある よう に み られ る｡ し か し､
こ れ ら の 特 異なポ リ ア ミ ン は ､ 好熱性 で な い生 物 ､ 例 えば ､ ある種 の 菌
6 8･ 6 1 )
､ 植物6 2
‾ 6 4 )
､ 藻頬6 5- 6 6 )および 海 棲動 物細胞等6 ト 6 9 )に も存在
し､ 好 熟性の み と 関連 が あ る と は言え な い ｡ 一 方 ､ カダ ベ リ ン と ア ミノ
プロ ピ ル カ ダ ベ リ ン は ポ リ ア ミ ン が枯渇 し た細胞中 に 誘導きれ ､ 様 々 の
生物反応に お い て ポ リ ア ミ ン と 同様 の 働 き をす る こ とが 知 られ て い る7 B
- 7 4)
○
著者 ら己ま以前､ ポ リ ア ミ ン の 作 用機作 を 知る 上 で ､ ポ リ ア ミ ンが影響
す る こ と が 知 られ て い る様 々 な 反応 に 対す る環状ポ リ ア ミ ン (ア ザク ラ
ウ ン エ ー テ ル) とポ リ メ テ レ ン ジ ア ミ ン の 効果 を検討 し たT 5 )｡ 使用し た
ア ミ ン の 中 で ､ 2､ 3､2､ 3･ と 2､3､ 3､3 一 環 状ポ リ ア ミ ン は ラ ッ ト肝臓 ミク
ロ ソ - ム に おけ る NAD PI= 衣存の 脂質過酸 化 を阻害 し ､ 2､3､4､3- と 3､3
､ 3､ 4一 環状ポリ ア ミ ン ば ､ オ リ ゴ マ イ シ ン感受性 の ATPa s eに よ る ATP
の 加水分解を 阻害し た ｡ さ ら に ､ ポ リプ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 合 成､ グロ ビ ン
合成 お よび ラ ッ ト肝臓 の イ ソ ロ イ シ ル ー セRNA 形成 を ､ 2､ 3､4､3- と 3､3､
3､4 一 環状ポ リ ア ミ ン お よび ヘ キサ メ チ レ ン ジ ア ミ ン と オ ク タ メ チ レ ンジ
ア ミ ン が 僅か に 促進 し た ｡ そ こ で 著者 は ､ 大腸菌 と 高度好 麹菌の 無細脂
実験系 を 用い て ､ ポ リー プ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 合成 に 対 す るポ リ ア ミ ンの 効果
と 合成温度の 関係を ､ 合成量 の 促進と 至適 マ グネ シ ウム イオ ン 洩度の 低
下 の 二 つ の 作用に 注目 し て ､ 特異 な ポリ ア ミ ン の 存在 と生育温度の 関係
を考察 した ｡
ー 4 -
第 玉 章 ポ リ ア ミ ン の 欠 乏 に よ る 3 0 S リ ポ ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ トの
蛋 白質 合成能 低 下 の 原因
ポ リ 7 r ミ ン は ､ 原 核 お よ び真核 細胞 の 無細胞 実験 系 で 蛋白質 合成 を促
進 す る こ と が 知 ら れ て い る13
- 2 1)
｡ プト レ ス シ ン を 合 成セき な い大腸菌
の 変 異株 を 用 い た iJ3 iBL9 の 多 く の 実 験か ら ､ ポ リ ア ミ ン が 蛋白質合
成 に お い て 重 要 な 役割 を 果 た して い る こ と が 稚告 き れ て い る7 6, 77 )｡
Echa nd i ら は ､ ポ リ ア ミ ン 非存在 下 で 増殖 し た 大腸 菌 の ポ リ ア ミ ン要求
株7 8 )か ら調 製し た 30Sリ ポ ゾ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト が ､ プト レ ス シ ン を供
給 し た 菌 体 か ら 調 製 し 恵 も の よ P) も ､ ポ リ プ ェ ニ ル ア ラ ニ ン合 成能が 低
下 し て い る こ と を 報告 し た79 ･ 8 色) ｡ ま た ､ Iga r a shi ら は ､ ポ リ ア ミ ン非
存在 下 に お け る ポ リ ア ミ ン 要 求株 の ポ リ ペ プ チド合成 能 の 低下 と 30Sサ
ブ ユ ニ ッ ト の ス プ リ ッ ト 蛋 白質 の 減少 に 相 関 が ある こ と を 報告 して い る
8 1 )
｡ そ こ で 著者 は ､ 大 腸 菌ポ リ ア ミ ン要 求 株 をポ リ ア ミ ン非 存在下で
培 養し た 場 合の 30 Sリ ボ ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト の ポ リ ペ プチ ド合 成能低下
の 原 因 を 詳 し く 調 べ ､ 30Sリ ポ ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト の ス プ リ ッ ト蛋白質
の う ち 特 に Sl蛋 白質 の 3 0Sリボ ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト へ の ア セ ン ブ リ ー
の 低下 に よ る こ と を 明ら か に し た ｡
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且 - 1 実験材料 お よ び方法
1) 緩衝液 お よび 培地
緩街液
buf Fer 王:10mM トリ ス/塩酸 (pH 7. 5)､ 10mM 酢酸マ グ ネ シ ウム ､ 60
mH 塩化 ア ン モ ニ ウ ム ､ 6mM 2一 門E
buffe r Ⅲ:10mM トリ ス/塩酸 (pH 7. 5)､ 150mM 塩化ナ い)ウム ､
buffer m:10n]H い)ス/塩酸 (pH 7. 5)､ 0.51州 酢酸 マ グネ シ ウ ム ､
601州 境 化カ リ ウ ム ､ 6mM 2 -ME
buffe r Ⅳ:20nlM ト リ ス/塩酸 (pH 7. 5)､ 1I州 E DTA- Na (p= 7.5)､ 6m卜I
2- ME
buffe r V:10JllH ト リ ス/塩酸 (pH 7. 5)､ 300mH
'
塩化ナ ト リ ウ ム ､
培地
卜Ied iし川 A:0 ･1g プ ト レ ス シ ン ､ 7g リ ン 敬 二 カ.リ ウ ム ､ 3g リン 敬 一 カ
リ ウ ム ､ 0･5g ク エ ン酸ナ トリ ウム ､ 1 .Og 硫安 ､ 0.1g 硫酸
マ グネ シ ウム ･7 水和物､ 2mg
L
チ ア ミ ン ､ 1 0mg ビ オ テ ン､
4 ･08 グ ル コ ー ス ､ 0･1古 口 イ シ ン ､ 0.1g ト レ オ ニ ン ､ 0.1g
メ チ オニ ン ､ 0 ･1g セリ ン ､ 0.1g グ リ シ ン ､ 0.1g オル ニ チ
ンノL
卜IeLJiu m8:卜Ied jLlm A よ り プト レ ス シ ン を除 い た も の
卜1e{jiu mC:0 ･1g ブ ト
‾
レ ス シ ン ､ 7･2名 リン敬 二 ナト リ ウ ム ･12水和物 ､
1･5g､
リ ン 酸 - カ リ ウ ム ､ 0 ･51岩 塩化 ア ン モ ニ ウ ム ､ 1.08 硫
安 ､ 0･13g 硫酸マ グネ シ ウ ム ･7 水和物 ､ 6.5Ⅷg 塩化カ ル シ
ウム ･2 水和物､ 0･ 27岩 塩化 ナト リ ウ ム ､ 1 8.8Ⅷg 七 スチ ジ ン､
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2511g シ ス テ イ ン , 251ng フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ､ 25n】g テロ ジ ン ､
251咽 バ リ ン ､ 25m9 ス レオ ニ ン ､ 25･l咽 ロ イ シ ン ､ 37.5Ⅷg ト
リ プトフ ァ ン ､ 501ng メ チオ ニ ン ､ 50Ⅶg プロ リ ン, 75¶zg ア
スパ ラギ ン 酸､ 80mg グリ シ ン ､ 83mg^ セ リン ､ 0.1E ア ラ ニ
ン ､ 0.1g グル タ ミ ン 酸 ､ 0. 1 ア ス パ ラギン ､ I.Og ア ル ギ ニ
ン､ 4g グ)i, コ ー ス/L
卜1ed iu nl臼:卜1ed iu mC よ りプト レ ス シ ン を除い た もの
2) 使 用薗株 お よび増養魚件
大腸菌 卜1A 261(thr
-
､ Ie u
‾
､ s e r
‾
､ thi
‾
)T 8 ' は Dr･ U｡ K･ Flqa s(
Ne wV() rk Univ e r sity Scho o一 of Med icin e) より供与き れた ｡ こ の菌は
ア グマ テ ン ウ レ オ ヒ ド ロ ラ ー ゼ (AUH) とオ ル ニ テ ン脱炭酸酵素 (ODC)
の 二 つ が欠損 し て いやた め ､ プト レ ス シ ン 合成が で きな い ｡ 大腸菌 DK-
6e 2 ) は Dr . D. 氏. 卜1o r ris (Univ e r sity of Wa shingto n) より 供与きれ､
AUH欠損で あ る ｡ 大腸 菌 MA261 の培養は Algr a na七i ら の 方法8ヲ) に従い ､
Med iu mA ま た は Med iu mB 中で ､ 大腸菌 DK- G の増蓑 は Mo r ris らの 方
法7 6 )に 従い ､ 卜tediu m C また は Mediu mD 中で ､ そ れぞ れ､ 540n m に お･
ける 吸光度 (A5 4 色) が 0.6 にな る まで 培養 した ｡ 菌体 を遠心分離 に よ り
集め ､ buffe r 互 ■で 洗 っ た 後､ 使用する ま で - 70
o
C で保有 し た｡
30Sリボ ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ トの ス プリ ッ ト蛋白質 を 1 Jc で 標識し たも
の を調製す る た め に は ､ ロ イ シ ン を 301咽/L に減ら した Med iu mA お よ
び nediu m B a) 2L にそ れぞ れ 1 6ILCi の [1 4c]ロ イ シ ン (312pCi/”
”()I)､ [1 4(二]フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン (5131LCi/〟 m Ol) および 【1 jc]リ
J
ジ ン (
458pCi/FLm OT) を加え て 培養を 行 っ た ｡ 3 0Sリボ ソ ー ム サブ ユ ニ ッ トの
- 7 -
全 t.),iiソ - ム 蛋白質 を 14c で 標識 した も の を調製 す る ため に は ､ ロ イ シ
ン を 3 0mg/ Lに 減ら した 卜1ed iu mA お よび Medju 出B の 3001W にそ れぞ
れ 15JLCi の [1 4c]ア ラ ニ ン (20.7LLCi/JJ m O7) およ び [
1 4c]リ ジン (
312〃Ci/〟m Ot) を加 えて 培養 した ｡
3) 菌抽出液か らの 1 5 0 , 0 0 0x g 上浦 ､
､
リ ポ ソ ー ム ､ 粗蛋白
質合 成開始 因子 の 調製
大腸菌の リポ ソ ー ム ､ .Sephade xG- 5 0処理 し た i50,00 0^
J
g 上溝､ お
よび 粗蛋白質合成開始 因子 は ､ Nir e nbe r苫 ら の 方法
84 )に 従 い お こ な っ た｡
菌 を l.5 倍量 の ア ル ミ ナ で す り潰 し ､ 2 倍量の buffe r ‡ で 抽出す る ｡
15,000h
･
g､ 15分 間遠 心分 離 した後 ､ 上 清に 終演 度 3伯/ⅦB になるよ う
に デ オ キシ リボ ヌ ク レ ア - ゼ ( 牛肝臓 DNAa s eI) を加え て ､ 氷中に
15分 間放置す る ｡ 遠心分就 (15,000x 8､ 15 分間) した上清 を 30
o
C
で 20分間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る ｡ 更 に ､ 遠 心分離 (27,000x g､ 20
分 間) して 得 た上浦 を､ 日 立 RP 50- 2 ロ ー タ ー で 150,0 00x g､ 3 時間
遥遠 心分激 す る ｡ 得 ら れ た沈澱 を buffe r I に播 か し､ 1 2,000x g で
10 分間遠心分離 し た上清 を リボ ソ ー ム と する ｡ ま た､ 上記 の 描遠心分
離して 得 た上浦もま huffe r Ⅱ で 平衡化 し た Sephade.y G1 50を通 して 低分
子 の もの を除 い た (S･ 150)｡ リ ポ ソ ー ム と S- 15 0は使用す る まで - 70
oC
で 保存した ｡ リ Jliソ - ム を 1M塩化ア ン モ ニ ウム を含む緩 衝放で抽出し ､
遥 遠心 分離 を上記 と 同様 に 行 っ た沈澱 を 1M NH4C 卜洗浄 リ ボ ソ ー ム ､ 得
ら れ た 上清を硫安 沈澱 させ buffe r Ⅳ ＋ 501脚 塩化カ リ ウ ム に 溶 かし て
同じ 援街液 に 対 し て 透析 し た も の を粗蛋 白質合成開始因子 (CIF) と した ｡
- 8- -
4=) リポ ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト等の 調製
リ ポ ソ ー ム サブ ユ ニ ッ トの 調製は､ Iga r a sh iと Kaji の方法8 5 )に 従
っ て 行 っ た｡ 1 0011]g の リポ ソ ー ム を buffe r Ⅲ 中 5 - 20諾 の ゾ - ナ ル シ
ョ 糖密度勾配 に の せ ､ 遥遠心分離 (日 立RPZ48Tロ ー タ ー ､ 1 00,000x g､
5 時間) を行 い ､ 30Sおよび 50SリJiiソ - ム サブ ユ ニ ッ ト分画を､ 終演
度 20 州 の マグ ネシ ウ ム イ オ ン 存在下で ア ル コ ー ル 沈潜 に よ り集め ､ こ
れ を buffe r Ⅰ に 溶 か し て 使用す る ま で - 70
o
C で保有 し た｡ 30Sリポ
ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト の 全蛋白質 ､ スプリ ッ ト蛋白質､ 23 Sコ ア粒子およ
び 16Sリポ ソ ー ム RNA(16SrRN丸) の 調製は､ Tra ub らの 方法$ 6 )に 従
い 調製 し た ｡ 大腸菌ト ラ ン ス フ ァ ー RN A(t.R 舶) は Zubay の 方法8 7 )に
従 っ て S- 150からフ ェ ノ ー ル 抽出 して 調製 した｡ た だし､ 2- p暮､OPa n OT
処理は 省い た ｡ MS2 フ ァ ー ジ は Lo eb と Zinder の 方法88 )に 従 っ て 増
毒し , 精製 した｡ さ ら に ､ フ ァ ー ジ RNÅを Gie r e rと Schr a m mの 方法
$ 9 )で フ ァ ー ジ粒子 か ら フ ェ ノ ー ル 抽出 し た｡ また ､ MS2 RNA
■
の ホ ル ム ア
ル デヒ ド処理とま LodI
'
$11 の 方法9 色)に 従 い 行 っ た ｡ f[3H]Met- tRNA の調製
己ま Naka m oto と Kolakdfsky の 方法91 )に従 い ､ 2pM の[3R]メ チオ ニ ン
(3.3Ci/m m ol) を用 い て 行 っ た｡
5) 3 0 Sリ ポ ソ ー ム サ ブユ ニ ッ トの 再 棟成
30Sサ ブ ユ ニ ッ ト の 再構成 ば Tra ub らの 方法8 6 )を少 し変え て行 っ た
9 2)
｡ 反応液 (0.Imp) は 2 A之6 a ユ ニ ッ トの 16SrRNAあ るい は 23Sコ
ア粒子 ､ 50pg の 全 30S蛋白質 ある い は 20fLg の 30Sスプリ ッ ト蛋白
質､ 30mM トリ ス/塩 酸 (pH 7.5)､ 33 0JIIM 塩化ア ン モ ニ ウム ､ ･,6TrtM 2- メル
カ プト エ タ ノ ー ル 及び種々 の 過度 の 酢酸 マ グネシ ウ ム と ポリ ア ミ ン を令
一 9 -
み ､ 4 2
(･C で 5 - 20 分間加温 す る ｡ 反応終 了後 ､ 混液を淑浴 中で 冷や し ､
o.ol¶lβ を活性 測定 に 用 い る ｡ 大童 に 再構 成を行 う場 合は ､ 反応液 (4.5
11D) を ､ 18 A2 6 8 ユ ニ ッ ト の 1 6SrRNA･､ 450JAg の 全 30 S蛋白質 ､ 301nM
トリ ス/塩酸 (pH 7.5) 330nJM 塩化カ リ ウ ム ､ 6mM 2- メ ル カ ブト エ タノ ー
ル および 酢酸 マ グ ネ シ ウム と ポ リ ア ミ ン を含む よ う に 調製 し ､ 42℃ で
5 - 2 0分間加 温す る ｡ 反応液 を氷冷 し､ 日 立 RPS50ロ ー タ ー で 100,000
,y g､ 3.5 時間遠心分離 を行う ｡ 沈澱を 0.25ⅧB の氷冷し た緩衝液 [10TnM
ト リ ス/塩酸 (pH 7.5)･､ 30mH 塩 化ア ン モ ニ ウム ､ 0.3mM 酢酸マ グネ シ ウ
ム ､ G,mr1 2- メ ル カ プト エ･･_9 ノ ー ]L,] に 溶解 し､ 25,000x g で 10分間遠
心分就 を 行う ｡ 上 清 の マ グ ネ シ ウ ム 漉度を 10mM に 合わ せ ､ 30S粒子と
する ｡
6) ポリ ペ プチ ド合成紙 の 測定
反 応液 (0.05ⅧB) は 100mM トリ ス/塩酸 (pH 7. 5)､ 10 0mM 塩化ア ンモ
ニ ウ ム ､ ImM DTT､ 1nl卜IA TP､ 0 .4TnM GTP､ 2mM ホ ス ホ エ ノ ー ル ピル ビ ン酸､
2.5pg の ピ ル ビ ン散 キ ナ - ゼ ∴4 0FLg の 大腸菌 S- 150蛋白質 を含み ､ さ
ら に 下記 の ① - ⑤ に 従 っ て 種 々 の mR NA､ 大腸菌 七RNA､ 大腸菌 リボ ソ
ー ム あ る い は 30Sお よび 5 0S リボ ソ ー ム サブ ユ ニ ッ ト 1 4c- ア ミ ノ酸 ､
酢酸 マ グネ シ ウ ム ､ ポ リ ア ミ ン な どを加 え､ リ ポ ソ ー ム の 場合は 15分
間､ サ ブユ ニ ッ トの 場合 は 30分間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行う ｡ 反応終
了後 ､ 40FLB を 直径 2 5m nlの ろ紙 (Uhatm a n3M M) 上に移 し ､ 90
oC で 30
分間 5文一 い) クロ t3酢酸 中で 加熱 し
'
､ ろ 紙上 に 残 っ た不溶性 の 放射能 を
招体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー で 測定 す る｡
① Poly(U) 依存の ポ リ プ エ ニ ル ア ラ エ ン合成
- 10-
mRNAな どと L/ て ､ 5ILg の poly(U)､ 1 5JJg の tRNA､ 更に ､ 0.25 Å268
ユ ニ ッ トU) 30Sリポ ソ ー ム サ ブユ ニ ッ トおよび 0 .5 A2 6 ｡ ユ ニ ッ トの
50Sサブ ユ ニ ッ ト 0･ 05pCi の [= cコブ ェ ニ ル アラ ニ ン (422mCi/m m ol
)､ ま た は､ 0･2 A2 6 a ユ ニ ッ ト の リポ ソ ー ム お よび 0.05JLCi の [= c]
フ エ ニ ル ア ラ ニ ン (70･3附Ci/… OT) を含 むよ う に 反応液 を調製し ､ 30｡c
で イン キ ュ べ - シ ョ ン を行 っ た｡
③ Poly(A) 依存の ポ リ リ ジン合成
mRNA な どと し て ､ 10FLg の poly(A)､ 15鵬
●
の tRNA､ 0.2 A2 6 8 ユ ニ ッ
トの リボ ソ ー ム およ び 0･05〟Ci の 【1 4c]リジ ン (171mCi/m m ol) を含む
よ う に 反応液を調製 し､ 30℃ で インキ ュ ベ ー シ ョ ンを行 っ た ｡
③ Poly(C) 依存の ホリプ ロ リン合成
mRN Aな どと し て ､ 25FLg の poly(C)､ 25FJg の tRNA､ 0.3 A2 6d ユ ニ ッ
トの リボ ソ ー ム およ び 0.05pCi の [1 4c]プ ロ リ ン (269nlCi/m m ol) を含
む よ う に 反応液 を調製 し ､ 30
¢
c で インキ ュ ベ ー シ ョ ンを行 っ た｡
⑨ MS2 RNA依存の ポ リペ プチド合成
mRNAな どと し て ､ 10柑 の MS2 RN A､ 30F4g の tRN A､ 30pM 19種類ア
ミ ノ 酸 (ロ イ シ ン を含ま な い)､ 0.05〟Ci の [1 Jc]ロ イ シ ン (269nCi/nl
m o))､ 0.15TnM ホ リ ニ ン 酸､ (1) 0.7 A2 6 包 ユ ニ ッ トの 30Sリポ ソ ー ム サ
ブ ユ ニ ッ トお よ び 1･4 A2 6 8 ユ ニ ッ ト の 50S サ ブ ユ ニ ッ トお よび 8伯
の 大腸 菌 cIF､ (2) 2 A2 6 匂 ユ ニ ッ トの 70S,リJiiソ
- ム ある い は (3) 2
A2 6 由 ユ ニ ッ トの IMNHAC卜洗 浄 70Sリポ ソ ー ム お よび 4.5F4g の 大腸菌
cIF を 含む よう に 調製 し ､ 37oC で イン キ ュ ベ ー シ ョ ン を行 っ た｡
⑤ ホル ム ア ル デ ヒ ド処理 MS2 RNA依存の ポリ ペ プチ ド合成
上記 ⑨ の 円S2 RNA の替わ り に ､ Lod ish の方法9 B 'に 従 っ て 調製した
- l l-
ホ ル ム ア ル デ ヒ ド処 理 円S2 RN A 10柑 を 含むよ う に 調製 し ､ 37
o
C で イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ンを 行 っ た ｡
7) リポ ソ ー ム 蛋白質 の 電気泳動 の 姦 件
① ポリ ア ク リ ル ア ミ ドデ ィ スク 電気泳 動
直径 5m n 長 き 90m m の ゲ ル を用 い Tr a ub ら の 方法
8 6 )に 従 っ て行 っ た｡
試料 3 0FL, を載 せ た ゲ ル l 本当 た り 3mA で 4 時間泳動し た ｡ 染色 に は
7.5完 酢酸/50岩 メ タ ノ ー ル 中 に 溶か し た 0.2究 コ マ ジ ー プリ リ ア ントブ
ル ー R1 250を用 い ､ 10Ⅹ 酢酸/30X メ タ ノー ル で 脱色 を行 っ た ｡ 切断 し
たゲ ル 切片 を ､-AlokaASC- 112サ ンプル オキ シダイザ - で 燃 焼し ､ 1 4co2
を モ ノ エ タ ノ ー ル ア ミ ン/ メタ ノ ー ル (1:I) に 捕集 して 放射能 をトル エ
ン ベ ー ス の 滴体 シ シ テ レ 一 夕 【10B PP O､ 0.5g POPOP / 1Lトル エ ン/メ
タ ノ ー ル (7.
'
5)]で 測定 し た ｡
③ SDS- ポ リ アク リ ル ア ミ ド スラ ブゲ ル 電気泳動
La enlmli の 方 法93 )に 従 っ て 行 っ た｡ た だ しゲ ル 中の トリ ス の 溝度 は
2 倍の 375mM にし ､ 分離ゲル の 溝度 は 1 2ある い は 1 3Ⅹ を用 い た ｡ ゲ
ル の 大き さ は 0.1 x 15^J 1 5c m､ 泳動は 漉縮 を 10mA､ 分離 を 25mA で
行 っ た ｡ 染色 は ① と 同様 に 行 い ､ 脱 色 に は 7.5Ⅹ 酢酸/ 10諾 メ タノ ー ル
を 用 い た ｡ フ ル オ ロ グ ラブ イ - は La skey らの 方法9 4. 9 5 )に 従 っ て 行 っ
た ｡
③ ポ リアク リ ル ア ミド - アガ ロ - スデ ィ ス クゲ ル 電気 泳動
Pe a c o ck ら の 方法9 8･ 9 7 )に 基 づ い た S2e r の 方 法98) で 行 っ た ｡ ゲル の
漉度 は 2.25諾 アク リル ア ミ.ド l o.5% ア ガ ロ - ス を 用 い ､ 染 色 は 0.2芳メ
チ レ ン ブル ー で 行 っ た ｡ 以下 ① と 同様 に 行 っ た ｡
-
,1 2-
8) リ ポ ソ ー ム 蛋白質 S 且 の精製
Tal らの 方法
'〕9 )お よぴ Ca r micha el の方法1 g 色)を参考 に して 行 っ た｡
約 800 Å2 6 a ユ ニ ッ ト/T1D の 1 M NH4C ト洗浄 70 Sリポ ソ ー ム を 100倍
量の 1mm い) ス/塩酸 (pH 7｡5) に 対し て 3 回透析し､ 1mM トリ ス/塩
酸-(pH 7.5)/10Ⅹ グ リ セ リ ン 1.57RB のク ッ シ ョ ン上 に 4. 5ⅦB を載せ ､
日 立 RP S- 5 0ロ ー タ ー で 50,000rpm､ 5 時間超遠心分赦 した ｡ 上清の 上
層 4/5を buffe r Ⅲ く10 倍量) に対 して 透析 し､ 同じ緩衝液で 平衡化
し た DEAE- Sephade xA - 50カ ラ ム に 1TnB 当り約 1Ⅶg の 蛋白質畳で ロ ー ヘ
ディ ン グ し た ｡ Sl蛋白質分画を buffe r V で 溶出 し､ Ca r micha el の方
法i 8 8 )に従 っ て ､ PolyくC)- c eHufo s eを用 い たカ ラム ク ロ マ トグラフ ィ
ー で 精製 し た｡ 精製度は SDS- ポ リアク リル ア ミ ドス ラ ブゲ ル 電気泳動に
よ る と 95苫 以上で あ り､ 分子量 は 70,00 - 72,000 であ っ た ｡ ま た､ S
l 蛋 白質の 活性測定 は Sm ola r sky と Tal の方法l･払I )に 従 っ て 行 っ た ｡
- 1 3 -
且 - 2 実験結果
1) ポリア ミン寧在下 お よび非存在下 で 培養L' 良太 隊菌ポ リア ミ ン要求
株 (M A 2 6 1) の 3 0 S リポ ソ ー ム 蛋白質 の 梼成の 比較
大腸菌ポリ ア ミ ン 要求株 (MA261)･をポ リ ア ミ ン 欠 乏下で 培養し た場合
に 38.S サブ ユ ニ ッ ト中 の どの 蛋白質 が減 少す るか を 明ら か に す る ため に ､
1 4c- ア主ノ 酸を 加 え て 増養 し た菌 からと っ た 30 Sサブ ユ ニ ッ トの 全蛋白
質 をポ リ ア ク リル ア ミ ドデ ィ ス クゲ ル 電気 泳動 に か け､ ゲ ル 上の 各蛋白
質分画 へ の 1 4c- ア ミ ノ 酸の 取 り込み を測定 し た ｡ Table l に示 した如く ､
ポ リ ア ミ ン 欠乏下で 培養 レた衝か ら得 た 30Sサ ブユ ニ ッ ト中の Sl蛋白
質 と pI蛋白質 ( ポリ ア ミ ン に よ り誘導 さ れ る蛋 白質 川 2 )) に 減少 が認
め ら れ た ｡ こ の 結果乙ま SDS- ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドス ラ ブゲ)i,電気泳動 に よ
っ て も確 かめ られ た ｡
ま た ､ 3 0Sサ ブユ ニ ッ トの ス プリ ッ ト 蛋白質 を 同様に 分 析 した と こ ろ ､
Sl と pl蛋白質 に 加 えて ､ 分子量 94,0 00 の蛋白 質 (IF2α あ る い己ま
IF 2al B 3･ 川 4 )) も減少 し て い た ｡
Sl蛋白質が 欠如 し た 30Sサブ ユ ニ ッ トは ポリ ア ク リ)LJ ア ミ ド/ア ガ ロ
- スゲ ル 電気泳動で の 泳動度 が早 く な る こ と が 知ら れ て い る9 4 )｡ そ こ で ､
ポ リ ア ミ ン存在下 お よび非存在下 で 培 養 し た菌の 30Sサブ ユ ニ ッ トの 泳
動の 様子 を比較 し た ｡ F i8 ･ 1 に見られ る如 く ､ ポ リ ア ミ ン非存在下に 培
養 した 薗 か らの 3 0Sサ ブ ユ ニ ッ ト の ほ う が ､ 泳動 度が早 い 分 画を多く含
ん で い た こ.と か ら S l蛋白質 が欠如 し た 30Sサ ブ ユ ニ ッ ト を多く 含ん で
い る こ と が 明ら か と な っ た｡
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2) ポリ ア ミ ン 存在下 およぴ発育在下 で 培養し 良太隊商ポ t) アミ ン要求
株 (M A2 6 且) に よる 3 0 Sリポ ソ ー ム 蛋白質合成能の 比較
Sl 蛋白質 は天然 mR NAや poly(U) 依存の ポ リ ペ プチド合成を促進す
る が ､ ホ ル ム アル デ ヒ ド処理 し た MS2フ ァ ー ジ RNAや poly(A) 依存の
ポ リ ペ プチ ド合成 は促進 し な い こ と が報告 きれ て い る1 B 5･ 川 6 )｡ TabJe
2 に 示 した よう に ､ ポリ ア ミ ン存在下 および非存在下で 培養 した菌から
採 っ た リポ ソ ー ム の ポリ ペ プ チ ド合成能の 差は､ 卜1S2 RNA> poly(U) >
poly(C) , poly(A) ≧ ホル ム ア ル デ ヒド処 理 MS2 RNA の順に 小きくな
っ た ｡ リボ ソ ー ム を 1 M塩化 ア ン モ ニ ウ ム を含む緩衝液で 処理して か ら
行 っ た同様 の 実験 で ほ ､ ポ リ ア ミ ン 存在下及び非存在下の 菌由来の リ求
ソ ー ム の ポリ ペ プチ ド合成能 の 差 は小 きく な る傾向がみ られ た (Table
2)｡ そ こ で ､ リ ポ ソ ー ム を 1M塩化ア ンモ ニ ウ ム を含む 緩衝液 に招け出
た cIF分画を SDS･ ポ リ アク リ)I/ ア ミ ドス ラ ブゲル 電気泳動で 分析し た
と こ ろ ､ ポ リ ア ミ ン非 存在下 で 培養し た菌 か ら採 っ たリボ ソ ー ム の c肝
分画 の Sl蛋白質 と pI 蛋白質の 塞が ポリ ア ミ ン 存在下で 増養 した菌の喝
合に 較 ぺ
-
て 減少 し て い た ｡
次 に ､ ポリ プ エ ニ ル ア ラ ニ ン 合成 に 対す る Sl蛋白質 の 影響を調べ た｡
Table 3 に示 し た よ う に ､ ポリ ア ミ ン 存在下 および非存在下の 菌由来の
70Sリボ ソ ー ム と 30Sリポ ソ ー ム サ ブユ ニ ット の ポ リペ プチ ド合成紙の
差 は､ Sl蛋 白質 の 添加量 の 増加 に つjlて 小 きく な っ た｡ こ の 事は､ 大腸
菌 の ポ リ ア ミ ン要求株 をポ リ ア ミ ン非存在 下で 培養 した と き に ､ Sl蛋白
質の 減 少と ポリ ペ プ チ ド合成台巨低下 に 相関性が あ る こ とと 一 致 した｡
3) ポ リ ア ミ ン が 枯渇 し た菌 く大腸菌 D K 十 6) に お ける､S l 蛋白質
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の 減少
ポリ ア ミ ン非 存在 下 で 培養 し た他の 大腸菌ポ リ ア ミ ン要求枠か ら調製
し た 30Sリボ ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト で も Sl蛋白質 が 減少 し て い るか否 か
を調 べ た ｡ ポ リ ア ミ ン 要 求株 と し て は大腸菌 DK- 6 を用 い た ｡ こ の 菌を
ポ リ ア ミ ン 存在下 お よび 非存在下 で 培養 し ､ そjt. ぞ れ 23 Sコ ア 粒子と
3 0Sサ7
L
l
ユ ニ ッ トU)ス プT) ッ ト蛋白 質を調 製し た ｡ 更 に ､ こ れ ら を組み
合わ せ て ､ 4 種類の 3 0S粒子を再 構成し ､ 大隈菌 托13か ら調製 し た
50Sサブ ユ ニ ッ ト を用 い て ポ リ ペ プ チ ド合成能を 測定 し た｡ Table 4 に
示 した よ う に ､ ポ リ ア ミ ン非存在下 で 培養 し た DK- 6 のスプ リ ッ ト蛋白
質 は､ ポ リ プ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 合成紙 お よび MS 2 RNA 依存の ポ リ ペ プチ ド
合成能 が 低下 して い た ｡ ポ リ ア ミ ン存在下 で 培養 し た菌 の 抽 出液の 30,
000.1･ 呈 上清 (S-3 0) を用い た MS2 RN A依存 の ポ リ ペ プ チ ド合成紙はポ
リ ア ミ ン非存在下 で 培養し た 菌の S- 30 に較 ぺ て 高 い こ と が 報告され て
い る 川 7 )が､ poly(”) に つ い て の ､ 報告は な か っ た ｡ 同様 の 結果 が 30S
粒子 を 16 SrRNAと 全 3 0S蛋白質 から 再構成 した 場合に もみ られ た ｡
Fig. 2 に示 し たよ う に ､ ポリ ア ミ ン 非存在下で 培養 した 菌か らの 30S
ス プ リ ッ ト蛋 白質 と 23Sコ ア 粒子 か ら再構成 し た 30S粒 子は ､ ポリ ア
ミ ン存在下 で 培養 し た 蘭か ら の 30Sス プリ ッ ト蛋白質と 2 3Sコ ア粒子
か ら再構成 し た 30S粒子 に較 べ て Sl蛋白質の 含量が 少なか っ た｡ pI
蛋 白質 は ､ 培養 時の ポ リ ア ミ ン の 漆加 の 有 無に か か わ ら ず DK- 6 か ら調
製 し た 30 Sサ ブ ユ ニ ッ ト に乙まみ られ なか っ た ｡ こ れ らの 結果 から ､ ポ リ
ア ミ ン 要求枠 眺 - G の場合 に 於 て も ､ ポ リ ア ミ ン非 存在下 で 培養し た菌
か ら の 30 Sサブ ユ ニ ッ ト の ポ リ ペ プチ ド合 成能 の 低下の 原因 が Sl 蛋白
質の 減少 に あ る こ と が 判明 し た ｡
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丑 - 3 考 察
大腸 菌の ポ リ ア ミ ン要求株 をポ リ ア ミ ン 誰存在下 で 培養 したと き､ 30
s サブ ユ ニ ッ ト の ポ リ ペ プチ ド合成台旨が 低 い の は Sl蛋白質の 減少に 原
因が あ る こ と が実験結 果 か ら明ら か と な っ た｡ し かし ､ 大腸菌ポリ ア ミ
ン 要求株 M A261 によ る Sl蛋白質 の 合成量 および S- 150分画に 含まれ
る Sl寧白質量 は ポ リ ア ミ ン の 有無で 余.り大きく変動し な い
1 位2' こ とか
ら ､ 遊離の Sl蛋白質 はリポ ソ ー ム に 結,合L/た Sl蛋白質 に較 べ て 分解
さ れ 島い と推定さ れ る ｡
大腸菌 の ポ リ ア ミ ン 要求株 MA 261を ポリ ア ミ ン 非存在下で 培養した と
き Sl蛋白質 と と も に PL蛋白質も 減少し ね ｡ こ の う.ち分子量 62,000
の PI 蛋白質 の 詳細は Mits ui らの 稚皆 川 2) に 述 べ られ て い る が ､ Pl貰
白質は 大腸菌の Sl 蛋白質の 変異株 (HAKl15川 8 ･ 川 9 )) の Sl蛋白質と
ポ リ ア ク リル ア ミ ドデ ィ ス ク ゲル 電気泳動 と SDS- ポリ アク リル ア ミ ドス
ラ ブゲ ル 電 気泳動 で 似 た泳 動度 を示 し た ｡ pl蛋白質ほ おそ らく uAKl15
の Sl蛋白質 と 同様 の 働き を持 っ て い る と 思わ れる ｡
l苫a r a Shi ら
l 川 )はポ リ アミ ン が大腸菌 の カ スガマ イシ ン耐 性株の 23
S コ ア粒子中の 16SrRNA の 3' 末端付近 の 二 つ 並 んだ アデ ニ ン の メチ
.ル 化 を促進す る こ と を報告 した ｡ ポ リ ア ミ ンが枯渇 した菌の 30Sリ ポ ソ
ー ム サブ ユ ニ ッ ト中 の Sl蛋白質 の 減少 は 16SrRNA の メ チル 化が低下
し た ため と 考え ら れ る ｡ それ は ､ 詳し く は第 3 葺に 述べ る が ､ 23S コ ア
粒子を メチ ル 化 し た後 に ス プtノ ッ ト蛋白質 との 再構成を 行う と 30S 粒子
中の Sl蛋白質の 含量 が 増加す る か らで あ る｡ 従 っ て † ポリ ア ミ ンは蛋
白質合成の 開始段 階を 促進 す る1?1 2 8 )ば かり で な く ､ 30Sリボ ソ ー ム サ
ー 2 3-
フ
ー
l
ユ ニ ッ トの 熟成 も 促進 す る と 言え る ｡
1 - 4= 小 指
大腸菌の 2 種栢の ポ リ ア ミ ン要求株 HA261及び DK- 6 をポリ ア ミ ン
非存在下で 培養 す る と ､ ポリ ア ミ ン存在下 で 培養 し たと き に 較 ぺ て 30S
リポ ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ トの ポリ ペ プチ ド合 成能が 低下す る 原因を 調 べ た｡
30Sリボ ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ トの 全蛋白質 と スプ リ ッ ト蛋白質 をポリ アク
リ ル ア ミ ドス ラ ブ ゲ ル 電気泳動 およ びポ リ ア ク リ ル ア ミ ドデ ィ スクゲ ル
電気泳動を用 い て 解析 す る こ と に よ り ､ 大 腸菌 の ポ リ ア ミ ン 要求株を求
リ ア ミ ン 非存在下 で 培養 し調製 し た 3 0Sリボ ソ ー ム サ ブユ ニ ッ トの Sl
蛋白質の 減少と ポ リ ペ プチ ド合成能 の 低下 に 相 関が 見ら れ た ｡
1 2 4 -
第2 葦 枯草菌 の 3 0 Sリボ ソ ー ム サ ブユ ニ ッ トの スペ)i,ミ ジ ン と
マ グネ シ ウ ム イオに よ る安定化
枯草菌 (8Ad iij B&gb h Lis) の 無細胞 蛋白質 合成系の 場合 ､ 新 た に調
製し た リポ ソ ー ム を 用 い て も大腸菌 の 系 に 比 べ て ポリ ペ プチ ド合成能が
著 しく 低く ､ そ の 原因 が ､ 30 Sサブ ユ ニ ッ トの 不消化に あ る こ と が知 ら
れ て い る1 9･ 3 5r
3 9 )
｡
一 方 ､ 枯草菌 は細胞外 および細胞内プロ テ ア ー ゼ を
産生 す る の で 4 :{ ･ d 4 )､ こ れ ら に よ っ て リポ ソ ー ム 蛋白質が 分解き れ､ 30
s リボ ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ トの 不 括化が 起 こ る で あ ろう と考 え られ て い る
3 5. i) 9 )
○
著者 は ､ 枯草菌 の 30Sサブ ユ ニ ッ ト の 不 安定性の 原因を研究し､ それ
が碓 来言わ れ て い たプ ロ テ ア - rゼ に よ る も の で はな く､ 3 0Sサブ ユ ニ ッ
ト内の 16SrRNA の切断 に よ る こ と を 明ら か に し た｡ さ ら に ､ ス ペ ル ミ
ジ ン が 16SrRN,斗 の リ ボ ヌ ク レ ア
- ゼ に 対す る 抵抗性 を増し 30Sサブユ
ニ ッ ト を安定化す る こ と を 見 い だし た｡ こ の こ と を利用 して ､ 不安定な
枯草 菌リポ ソ ー ム あ る い は リボ ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト をス ペ ル ミ ジ添加下
に 安 定 に 調製す る こ と に 成功 し た ｡
- 2 5-
2 - 且 実験材 料 およ ぴ 方法
i) 援街液お よび培地
方法 1 - 1 - i) に 示し た もの の 他 に 次 の も の を 使用 し た ｡
緩街摘
buf fe ll Ⅵ :1 0nlM ト リ ス/塩酸 (p‖ 7.5)､ 15mM 酢酸 マ グネ シ ウ ム ､ 60
mM 塩 化ア ン モ ニ ウム ､ 3mM ス ペ ル ミ ジン ､ 6nlM 2- HE
buffe r Ⅶ:10nlM ト リ ス/塩酸 (pH 7.5)､ 2柑M 酢酸マ グネ シ ウ ム ､ 500
1ⅥM 塩化 ア ン モ ニ ウム ､ 1¶lM ス ペ ル ミ ジ･ン､ 6mM 2-ME
buffe r Ⅶ:20nlM ト リ ス/塩酸 (pH 7.5)､ 1nlH EDTA､ 6mM 2-卜1E､ 10Ⅹ グ
リ セ リ ン
buffe r Ⅸ:1011M ト リ ス/塩酸 (pH 7.5) ､ 20mM 塩化カ リ ウ ム ､ 10znM
酢酸マ グネ シ ウ ム ､ 1mM 2- メ ル カ ブト エ タ ノ ー ル
培地
卜1eLliIJ mE:3呂 リ ン 酸 - - カ リ ウ ム ､ 7g リ ン 酸二 カ リ ウ ム ､ 2呂 事乞燥酵母
抽 出液 ､ 8E ポ リ ペ プト ン , 3g グル コ ー ス/L
Mediu mド:108 ポ リ ペ プト ン ､ 1g 乾燥 酵 母抽 出液 ､ 8g 塩化ナ トリ ウム ､
48 グル コ ー ス/ L
2) 使用菌抹お よび増義条 件
大腸菌 (11 3(rn a∴ pnp∴ m et
‾
､ tyr) および TPR201(thi
-
､ 七hr∴
ieu
-
､ stll
.
､ ks如) は 卜1ed iu m E を ､ 枯草 菌 U1 68は Mediu mF を用い
て ､ 以下方法 1 - 1 - 2) と 同様 に 行 っ た ｡
- 26 -
3) 薗抽 出液 か ら の 1 5 0,
.
0 0 0x g 上清､ リポ ソ ー ム ､ リポ ソ
ー ム サ ブ ユ ニ ッ トの 調製
大腸菌と 枯草菌 の 菌 抽出液 の 150,000x g 上清画分 (S- 150) は､ 方
法 1 - ユ ー 3) と 同様 に 調製 し た｡ リJiiソ - ム は ､ Met hod B 〔方法 1 -
1 - 3) と 同様 に 行う〕 ある い は ､ 卜Iethod A 〔方法1 - 1 - 3) の ス
ペ ル ミ ジ ン を 含ま な い buffe r I に替 え て 3mM スペ ル ミ ジン を含む
buffe r Ⅵ を用 い ､ 以 下方法 1 - 1 - 3) に 従う〕 に より調製し た｡ 30
s リ ボ ソ - l､ サ ブ ユ ニ ､ソ ト は､ Method B 〔方法 1 - 1 一 旦) と 同様に 行
う〕 ある い は､ Met.hod A 〔方法 1 - 1 - 4･) の ス ペ ル ミ ジン を含まな い
buffe rI正 に替 え て 1mM スペ ル ミ ジ ン を 含む buffe r rⅦ を用 い ､ 以
下方 法 1 - 1 - 4･) に 従う〕 に よ り調製 し た｡ 50Sリボ ソ ー ム サブ ユ ニ
ッ トは ､ 方は1 - 1 - 3) と同様 に 調製 し た｡
良) ポリ プ エ ニ ル ア ラ ニ ン 合成能の 測定
方法 1 - 1 - 5) の ① に 従 っ て 行 っ た ｡
5) リボ ヌク レ ア - ゼ 活性の 測定
測 定方法 A:反応液 0.2TnB は､ 100J1H トリ ス/塩酸 (pH 7.5)､ 5TdM 酢
酸マ グネ シ ウ ム ､ 6011rl 塩 化ア ン モ ニ ウ ム ､ 6rIH 2-卜1E､ 5FAg の [
3H]po]y
(u) (1 00,00 0cpm) と酵素 源と して リボ ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ トな ど を含 み ､
37oC で 5 時間 イ ンキ ュ ベ ー シ ョ ンする ｡ 沈澱補助剤とし て 20W の 5
Ⅹ･ 牛血 清 アル ブ ミ ン を 加え た後 ､ 0.41nB の 7-.5Ⅹ 過塩素酸/ 0･375
y
h ウラ
ニ ル 酢酸 を加 え て 反応 を終了 さ せ る｡ 水浴中 に 30分間静置し たの ち に
3,0 00. H
､
Pm で 10分 間遠心分離 し ､ E 上溝 の 0･4nB を 1 0ⅧB のトI)ト ン
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I
- ト ル エ ン系 シ ン チ し - タ 〔2 .67g ジ フ ェ ニ)Liオ キ サ ゾ - ル ､ 66pg1,4 -
ビ ス ー[2-(4 - メ チル ー 5- ブ エ ニ ル オキ サ ゾ イ)LJ)]ベ ンゼ ン､ 3 30TnB トリト
ン ､ 670fuD トル エ ン〕 に 混和 し ､ 放射活 性 を測定 し た｡
測定 方法 B:測定方法 A の反応 液の [
'
3H]poly(l.) の 替わ り に の■酵母 の
全 RN Aを基質 と し て 招い ､ 上清を Ll 倍に 希釈 し て 260n m に お ける吸光
度 を測定し た ｡
測定方法 C
'
. 測定方 法A の反応液の [3H]poly(U) と リボ ソ ー ム サ ブユ
ニ ッ ト に 替え て ､ 2 A2 亡;8 ユ ニ ッ トの リ ポ ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト を基質と し ､
種 々 の リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ を加 え た｡ 3 7oC で 2時間イン キ ュ ベ ー シ ョ ン
捜､ 測定方法 B に従 っ て 260n m に お ける 吸光度 を測定 し た ｡
6) リ ボ ヌク レ ア - ゼ の 部分精製
大腸菌リボ ヌ ク レ ア - ゼ Ⅰ を リ /･7･;
t
ソ - ム か ら S
'
pahr と =o= =lgW O rth
U)方法I l:I :' に 従 っ て 精製し た ｡ 枯草菌 の 細 胞外 T)ポ ヌク レ ア - ゼ1 1 3 )浴
よU
'
細胞 内リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ 1 1 4 'は枯草 菌 U 1 68か ら方 法 1 - 1 - 3)
と 同様に (:lF を調製し ､ 以下 に 述 べ る如 く 部分精製 した ｡ こ の cIF を
buffe r Ⅷ ＋ 50n]H 塩化カ リウ ム に 対 し て 透析 し ､ 同じ緩衝 液で あ らか じ
め 平衡 化し た DEAE- Sephade xA- 50カ ラ ム に 吸着 き せ､ 同
,
u 緩衝液 で 洗
つ た後 ( 分画.Ⅰ)､ 100nH お よび 3001n.H 塩化カ リ ウ ム を含 む buffe r Ⅶ
で 顔出 し ､ 二 つ の 画分 Ⅲ ､ Ⅲ を得 る ｡ 前 述の 細胞外お よび 細胞内リボ
ヌク レ ア - ゼ は そ れ ぞ れ分画 Ⅲ および Ⅰ に 含 ま れ て い る ｡
7) S ･ 1 5 0 のD E A E- セ ル ロ ー ス処理
方法1 - I - 3) に 従 っ て 調製 し た S -150は Fu cks の 方法87)に 従 っ
- 28-
て DEAE- セ ル ロ ー ス 処理 を行 っ た ｡ S - 150を buffer Ⅸ 対 して透析し､
同じ 援街摘 で 平勧化し た DEAE- セル ロ ー ス樹脂 を加 えて 20分間混合し
た後､ カ ラ ム 詰め ､ buffe r Ⅸ で 洗 っ た後 ( 分画 王)､ 0.25M NH4Clを含
む同 じ buf fe r で 溶出 し た く分画 n)｡ こ の 0. 25M で締出され た分画
Il を l)EAE- S -150と し た ｡
8) プ ロ テ ア ー ゼ 活性 の 測定
反応嫡 (0.2ⅦB) は ､ 100nM トリ ス/塩酸 (pH 7.5)､ 5mM 酢酸マ グネ シ
ウ ム ､ 60mM 塩化ア ン モ ニ ウ ム ､ 6mM 2 - メ ル カ プト エ タ ノ ー )レ､ 200pgの
1 Jc 一 ア ミ ノ 酸で 標識 し た 大腸菌 MA 261 の DEAE- S-150(4 0,000cpm) お
よび酵 素源と し て 2 A2 6 8 ユ ニ ッ トの リボ ソ ー ム サ ブユ ニ ッ トを含み ､
37
く.c で 5 時間イ ン キ ユ べ - シ ョ ン し ､ 反応 を 0.4rnB の 7.5駕 過塩素酸
を加 えて 止め ､ 3,000x 呂 で 1 0分間遠心分離後 ､ 上清 の 放射活性を方
法1 - ユ ー 5) の 測定 方法A に従 っ て 測定 した ｡ 1 4c で 標識した菌抽 出
液 の D EAE- S- 150 は ･､ 方法 1 - 1 - 2) に 従 っ て 14c- ア ミ ノ酸を含 む培
地中で 培 養し た 大腸菌 MA261か ら方法 1 - 1 - 3) に よ り S- 150を調
製し ､ さ らに 方 法 2 - L l - 7) に 従 っ て 部分精製 し た｡
9) 枯草菌 3 0 S リ ポ ソ ー ム サブ ユ ニ ッ トを インキ ュ ベ ー シ ョ ン後
の リボ ソ - ム 蛋 白質 ならび に r R NA の 分析
反応液 (2¶-A) は､ 10b岬 トリ ス 侶 酸 (pH 7.5)､ 5mM 酢酸マ グネ シ ウ
ム ､ 60111M 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム ･､ 6mH 2- ME､ 130 A2 6 8 ユ ニ ッ ト の 30Sリボ
ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト を 含み ､ 37
む
c で l時間イ ン キ ュ ベ - シ ヨ･ ン を行 っ
た ｡ ス ペ ル ミ ジン を 加え る 場合 に己ま､ 2. 5mM に 加え た｡ イン キエ ペ - シ
ー 2 9-
ヨ ン 後 ､ 反応 臆を 3 細B の buf†e r Ⅰ の iO - 30苫 シ ョ 糖密 度勾配 に の
せ ､一日 立 R PS 27- 2 ロ ' - タ - で ､ 25,000rpm､ 14 時間超遠心分離し た｡
分離硬 :jO滴 ず つ を チ ュ ー ブ の 底 か ら 分取 し､ 2 60n m に お ける 吸光度を
33倍 に 希釈 し て 測定 し た ｡ 3 0S画分 か ら アル コ ー ル 沈澱 に よ りサブ ユ
ニ ッ トを 調製 し ､ Tr a ub らの 方法8 6
) に 従 っ て 16SrRNAを フ ェ ノ ー ル
抽出 に より ､･リ ボ ソ ー ム 蛋白質 を 66芳一 酢酸法 に よ り 抽出し た ｡ リポ ソ ー
ム 蛋白質 は ､ 二 次元 ゲル 電 気泳動1 1 5 )お よび方法1 - 1 - 6) の ② の
SDS- ポ リア ク リ ル ア ミ ドス ラ ブ ゲ ル 電 気泳動で 解析 した ｡ 3 0Sサ ブ ユ ニ
ッ ト中の rRNÅ
q
は･ざらに シ
ー
ヨ 糖密度 勾配 遠心法 に よ り解析し た｡ 4 A2 6 匂
ユ ニ ッ ト由試料.l
､RN Aを 4. 紬B (pH 7.0) の 5 - 20Ⅹ シ ョ 糖密度勾配 (
1 5mh ク エ ン酸 ナ トリ ウム ､ 1 50mM 塩 化ナ ト リ ウ ム,､ 10mM EDTA) に の せ ､
日 立ロ ー ,ラ - RPS- 50 で 47,000rpm､ 5. 5 時間遥遠 心分離を 行い ､ 8 滴
づ つ チ ュ ー ブ の 底 か ら集 め ､ A2 6 8 に お け る 吸光度 を 4 倍 に 希釈 し て 測
定 した ｡
1 0) 枯 草菌全 R N A の調製
枯重商の 全 R NAは A6 6 匂 の 値 が 0. 5 にな っ た時 に 集菌 し た枯草菌か
ら Salse
.r
ら の 方法1 1 6 'に 従 っ て フ ェ ノ ー ル 抽 出し た ｡ RNAは 1 A2 6 8
ユ ニ ッ ト を 40ELg/1nB と し て 換算 し た ｡
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2 - 2 実験結果
且) リポ ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト の 安定性に 対す る ス ペ ル ミ ジンの 影響
Table 5 に 示 し た よう に ､ 大腸菌 の 30Sおよ び 50Sサ ブユ ニ ッ トは
どの イオ ン条件で イ ンキ ュ ベ ー シ ョ ン (37
o
C､ 1 時間) して も､ ポ リプ
ェ ニ ル ア ラ ニ ン 合成 能に 大き な 変化 はみ ら れ な か っ た｡ こ れ に 対して ､
枯草菌 の 30Sサブ ユ ニ ッ ト は､ 5 - 10mH の比較 的低洩度 の マ グネ シ ウム
イオ ン が 存在し て も大幅 に 失活 し た ｡ ス ペ ル ミ ジ ン が存在す る と､ 枯草
菌の 30Sサブ ユ ニ ッ ト の 活性 はイ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を行 っ て も保持きれ
た ｡ 次 に ､ リポ ソ ー ム 及び リ ポ ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ トを調製す る際に ､ 高
磯度 の マ グネ シ ウ ム イオ ン を 含む 緩衝液を 用い る と ､ 低濃度 の マ グネ シ
ウ ム イ オ ン を含 む緩衝 液に 較 べ て 明 ら か に ポ リ プ ェ ニ ル ア ラ ニ ン合成紙
の 高 い 枯草菌 30S サ ブ ユ ニ ッ ト が得 られ た (Table 6)｡ 更 に ､ マ グネシ
ウ ム お よび ス ペ ル ミ ジ ン を含む 緩衝液 を使用す る と ､ よ り 合成能の 高い
30Sサブ ユ ニ ッ ト が得 られ た｡
2) 枯草 菌の 3 0 S
ー
サ ブ ユ ニ ッ トが 結合 した リJi(ヌク レ ア - ゼ に よ り
失活 す る証拠
枯草菌の 30Sサ ブ ユ ニ ッ ト を失活 さ せ る 原因 を明らか に する ため に､
30Sサブ ユ ニ ッ トを ス ペ ル ミ ジ ンの 存在下及び 非存在下で 37℃､ 1 時間
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後､ 30S サブ ユ ニ ッ トの 棟 成因子 の 変化の 様子
を比較 し た｡ F i去. 3 に 示し た よ う に , ス ペ ル ミ ジ ン は 30Sサブユ ニ ッ
トの シ ョ 糖密 度勾配遠心分離 の バ タ ー ン に 影響 を与 えなか っ た｡ 更 に ､
各 フ ラ ク シ ョ ン の S DS- ポ リア ク リ ル ア ミ ドス ラ ブゲル 電気泳動 を行 っ た
- 31 -
o co 勺1 0 CO く⊃ u )CO M O NしO
o3 卜 Lロ M Ln 卜 Ln ▼ - U ⊃一寸I r 寸
寸 LLI Ln の N 一寸I Ln 8ヽ CO ¢＼ Ln rヽ
co crlO I O ローI O ⊂〉 N ∩ rYI M lり
▼
■ ‾
r ▼
‾
r
‾
▼
‾ 一 r ▼一 ‾ r
N ロ＼ ロ＼ 寸 N 一句l
寸 Ln N ∝) 吋 Ln
卜 C O くn ⊂) O 0
M ∩ M 勺1 ■可l 勺1
Ln Ln Ln
4 4 J
I N I N I ∩
N 寸 勺1 CO 寸 CO
の 卜 ▼ - 卜 吋 l∫1
CO CO ⊂〉 r しD r
N (ヽj ∩ N M
l∫1 Ln l.∩
● ● ●
I N I ∩ I N
LJll′1 O Oく=〉 O LLI Ln ⊂) ⊂) 0 く⊃
丁
-
▼
- N N ▼ - r N N
U)
JJ
･
rl
E:
コ
Jq
D
帆
∽
⊂)
Ln
帆
JJ
･ r1
亡
5
∫l
コ
U】
帆
⊂〉
∩
3 2
●
rl
ト+
0
U
●
bコ
D)
一
rl
▼■1
1rl
JJ
.Q
コ
U)
●
〔q
①
亡
･ rl
†て〕
･ rl
E
h
8)
払
U)
＋
小1
日l
≡:
也) 一･ 一
己 E
･
rl Ch
仁 U
td ､ ･ ′
rl
rd rCl
rl C)
h JJ
仁 rd
a) h
,c: 0
FLI OJ
r- 1 h
U 0
寸 U
～ F:
L _ J - rl
F:
0
･
rl
JJ
Et3
,Q
コ
U
口
･
IJ
U
h
仁1
∽
JJ l
･
11
E:
コ
,Q .
コ
U 〕
1
帆
く⊃
r▼｢
しH
0
∽
Q)
･ rl
〟
･ r†
>
･ r4
⊥J
U
rd
α
,C:
JJ
しH
0
h
d
tI)
【凸
d
C)
.
エ:
JJ
h
O
tH
rU
QJ
∽
5
U)
亡
○
･ 1
＋J
d
h
JJ
亡
Q)
U
亡
O
U
十
”
ロヽ
t一 ヽ
′･･+
8)
Jコ
巨+
I
r
-1
h ∽
F: a)
a)∈
ぷ 0
払 ∽
h 0
rl ∫1
0 ･ rl
P+ h
一口
V a) ･
,亡 J,) h
亡1 コ rl
JJ a)
･
r1 >
＋ JJ ･ rl
> U) J
r+ 亡 U
a O 8)
> U DJ
･
rl V ∽
JJ h a)
U IJ
a)lH
CL O -
∽ ∈
Q) 日 払
h 0 U
･ rl
- ↓J 寸
≡: rd LJl
≡ .Q ⊂)
ロ r
M U ▼ -
r 亡
･ rl rロ
r8 Q) E3
亡 h ”
巾 DJ
Ln
cO .I+ ⊂)
r コ rり
O rり
a) ,亡
h JJ a)
a)･ '1 h
> > Q)
～
>
･
rl m
TI a) ･ rl
Q ･ rl yI
U ÷J Q
･
rl U
｡ >
bコ ･ r11 ●
小 ⊂q
rO U
C: arロ
d 亡
rt]
的 U
-
rl
･
rl U)
ト1J J ･ r1
･
rl V ト1
JJ Jコ ･ rl
.Q J ▲J
コ 仁 .Q
U) h コ
∽ y)
● l
i n3 Q) '
仁 和
･
rl
巳 仁 E
O Ld 0
h rl h
しH a tH
o U
Fq ･ rl
E:
O
LH ･ rl
0
【乃
U) コ
JJ 0
･ rl ･ r11
F: h
コ Ed
∫) >
コ
帆
LJ
W
rl rU
n] f]
E コ
0
∽
O Jコ
J コ r
･ rl
h Lf
O
叫
しH
0 U
O
h 卜
JJ ry1
･ rl
> JJ
･ rl Ld
-1J
U ⊂:
Et3 0
･
rl
JJ
U Ed
･ rl .Q
リ コ
a) U
,
亡 亡
.トJ I+
仁 V
> Ll
∽ nl
I
a) LJ
亡 q)
･
rl 一
己 叫
d Et3
rl
” ･ rl
r+ ト1
h Q
C: U
a)
.
亡 ●
DJ bコ
”
rl
O r□
P+ E:
吋 ･
∽
一 己
Ln U) 0
'
rl ･ rl
ト づ ＋J
Q) ･rl ･ rl
ド
-I JJrC)
A .Q 亡
n3 コ O
Ell ～) U
co ･ql ト ト LJI N
N ⊂) し♪ 卜 N l∫1
寸 r C3 r CO N
吋 M FYI N rVI N
r r r
吋 CO サ ト N ⊂)
r- N 勺I CO N N
N CO ｢ヽ 勺 t く⊃ ▼ -
N I.凸 m r Ln Ln
r r
1 寸 一 句一 l 寸 l 勺
1 t 寸 l 可l
cQ u )CO LO C Ou⊃ C OしO C Oヽ♪ O3 しD
r - ▼
-
▼
- r r r
⊂〉 ⊂)
⊂) ⊂)
しn I.∩
⊂〉
＼♪
r
●
⊂)
JJ
･ J
仁
5
.
8
コ
帆
∽
く⊃
Ln
く⊃ ⊂:) ⊂)
ヽロ ⊂〉 O
LJl l∫一
r
●
⊂)
JJ
･ rl
C:
5
一口
D
∽
∽
C)
∩
3 3
C)
仁
･
r4
て1
･ √1
∈
h
4J
D.
∽
＋
川
口1
三
＋ a
F:
:己
C)
亡
･
rl
rO
･ lJ
E
h
Q)
Ch
∽
＋
N
ロ1
芝:
a)
亡
･ l+
仁
rd
r
-1
rd r8
rl U
> 山
亡 d
Q) h
,亡 O
BI QJ
【 Ll 一 ･ -
U 0 E
a U Ol
- C: U
- ∫ ･ l+ ､ ■ 一
ロ1
仁
･ rl
H
S
勺
C)
∽ 仁
C ･ rl
O 仁一 - I
･ rl rO 芝:
JJ rJ 氏
･
r
･t rd ､ -
rロ ′+
仁 h ∽
0 亡･ rl
U ¢ ∽
.
亡 V
U ChJコ
I
rl > JJ
仁 rl 亡
0 0 >
H 払 ∽
ロ1 一 ‾ ･
亡 記
･ rl E
h ･ - ･
コ
rロ tH くn
O ↓J
∽ ･ l+
仁 亡 F:
O O 5
･
,i I ,-1 -8
JJ } ヨ
･ rl d ∽
rC! LI
G d ′+
0 PJ rO
O Q) ∈
h 0
U ロJ の
･
rl O
亡 Q),q
0 .亡 ･ rl
H ふノ Lf
●
屯
IH
0
∽
JJ
･ r+
仁
P
,Q
コ
∽
r-i
fd
E
O
∽
0
J〕
･ rl
h
●
tH a)
0 亡
･ rl
U) ' rO
O ∽ ･ rl
･
rl 仁 ∈
小 0 トl
･ rl r rl a)
> 払
･ r･1 U) ”)
JJ ロ
U 0tH
d ･ rl 0
h
d 4)
U > U
･ rl 亡
JJ 叫 O
Q) 0”)
ぷ Q)
小 V h
亡 U ロ｡
> C:
∽ C)a)
l 帆 .C
Q) a) ⊥l
仁 一
･
rl a C:
亡 ･ rl
rd A)
T+ .C: rU
Lt3 JJ a)
rJ h
h 亡 rO
C!･ rl a
Q) q)
JコrO LJ
a a) a
> h
rl rd Q)
0 ロ1 h
P.I C) a
h >
P+
● の
ID U)
l
c)
･H ∈
▼づ O
Q).pl tl)
r
,l 山 O
.Q .Q A
LT) コ ･ rl
EI U) O;
Q)
C:
･
rl
rロ.
r□ ･H
E: E
Ld h
q)
V DJ
U ∽
亡
a) JJ
tI) コ
a) O
h
.a
ロイ J J
･ rl
a) >
.亡
小 ヽ
′■ ■ ■ヽ
･ヨ ?
”) !
･り I
●
昌 占
ロ ー ･･
,Q ”
P ＋
U) rl
Cn
tH 芝:
0
芝:
仁 ∈
0
･
rl Ln
JJ
” rO
,Q 亡
コ d
U
F: a)
･
rl 己
V ･ rl
h てI
OJ ･ rl
E
LJ h
a) C)
JJ OJ
IH ∽
rd
･ ≡:
q a) ∈
･
pl 亡
11
･+ Ln ●
･
pl
rd . ＋
JJ ･rl N tヾ
.ら E bl
コ h i: 芝:
叫 V JJ
OJ ･ rl 芝:
' u) > E:
(a
lH ヽ Ln
芸名了雲
良; rO .- I .q
∽
しO
”
rU
C:
佃
′
- ヽ
”
ー
∽
JJ
･
rl
ロ
コ
,Q
D
∽
rl
n3
∈
0
∽
0
.a
･
rl
h
∽
く⊃
∩
IH
0
仁
山
V
J.)
J J
Ld
EL
JJ
亡
Q)
･ rl
rロ
EO
h
打I
”
↓J
･ rl
帆
C:
a)
rO
0
∽
0
h
U
コ
∽
O
t▼1
●
bl
･ rl
”
Ln
”
⊂)
ド
t∫)
L
Q}
J 3
∈
⊂) コ
⊂
⊂
⊂) 0
く｢ ニ;
U
r8
+
LL
⊂)
～
⊂)
”
く⊃
⊂)
ぐ1
0
09Z∀
o
q 苫
の
a
q
､
o､
､
Cl_
‾
､
ot
,
o
'
ヽ
ヽ
_
･ o
'
ヽ
､
0
J ■
g
-
1
0､
ヽ
I
P
β
､
q
ら
I
正〕
1
q
Q
■
■
<
(=)
34- -
P
d
O 9 Z∀
～
d
と こ ろ ､ I)ボ ソ - ム 蛋 白質 に は ス ペ ル ミ ジ ンの 存在の 有無 に よ る変 化は
み ら れ な か っ た ｡ こ の 結果 は 二 次元ゲル 電気泳動 で も確認き れた (Fig｡
4)｡ し か し､ l〔;SI.RNAは､ こ の イ ンキ ュ ベ ー シ ョ ン 中に ス ペ ル ミ ジ ン が
存在 し な い と 急速 に 分解 き れ た (Fig . 3- B)｡ こ れ ら の 結果よ り ､ 30Sサ
ブユ ニ ツ ･ト の 失活 は 16 SrRN A の分節に よ り起 こ る こ と が示 唆きれ た ｡
肝臓 リボ ヌ }} レ ア - ゼ に よ る 処理で 30Sサ ブ ユ ニ ッ トの 沈降係数が 殆
ど変 化し な い こ と が 報告 され て い る1 1 7 )｡ そ こ で ､ リポ ソ ー ム に結合し
て い る リボ ヌ ク レ ア - ゼ の 性 質を調 べ た ｡ 枯草菌 の 菌体内にtま二 様犠の
リボ ヌ ク レ ア ー ゼ ( 細胞内リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ及び細胞外 リボ ヌク レ ア -
ゼ) の 存在 が知 られ て い る1 1 3･ 1 1 月)｡ Table 7 に 示した よう に ､ 細胞内
リボ 又 ク レ ア - ゼ と 細胞外リボ ヌク レ ア - ゼ の 活性の 活性測定法モ=こよ
る 比率 は ､ 88:12 であ っ た ｡ ス ペ ル ミ ジ ン を添加しな い 緩衝頼を用い て
:30Sサ ブユ ニ ッ ト を 調製 す る と (卜Iet.h()d 伝)､ [?tl]poly(U) を基質と した
I
.
) ポヌ ク レ ア - ゼ 活性 ( 測定方法A) の 約 70Ⅹ が 30Sサ ブユ ニ ッ トか
ら 遊離 L, ､ 残 り の 約 30諾 が 30 Sサブ ユ ニ ッ トに 認 めら れ た ｡ 一 方 ､ ス
ペ ル ミ ジ ン を添加LI た緩衝摘 を用 い て 30Sサブ ユ ニ ､ソト を調製 すると(
恥thod A)､ 約 80諾 が 遊離し ､ 約 20Ⅹ が 30Sサ ブユ ニ ッ ト に残 っ て い
た ｡ Metho lj B で調製 し た 30 Sサ ブユ ニ ッ トに 結合 して い る リボ ヌク レ
ア - ゼ を酵素源 と し て ､ 酵母 RNAと poly(U) を そ れぞ れ基質と して 活性
測定 を行 う と ､ ス ペ ル ミ ジ ン に よ り活性が 促進き れ た くFig. 5)｡ リボ ヌ
ク レ ア + ゼ活性 ほ 50 Sサブ ユ ニ ッ トに は認 め ら れな か っ た ｡ 30Sサブユ
ニ ッ トか ら部分精 製 し たリボ ヌク レ ア - ゼ の 活性 もスペ ル ミ ジンの 添加
に よ り 促進きれ た ｡ こ れ ら の 結果 は ､ 大腸菌の リ ボ ヌク レ ア - ゼ I の
性質と 一 致 し た1 1 昏' ｡ 枯草菌 の リJiiヌ ク レ ア - ゼ は枯草菌の 30Sリボ ソ
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三ao
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d
声8
- ム サ ブ ユ ニ ッ ト を基質 と し た場 合も活性 を有 する が ､ 大腸菌の リボ ヌ
ク レ ア - ゼ Ⅰ は大腸菌の 30 Sリポ ソ ー ム サブ ユ ニ ッ ト を分解 しな い
(Fig. 6)ム ま た､ 両菌 の 30Sサ ブユ ニ ッ ト 中の 16SrRNAtまスペ)i,ミ ジ
ン の 添加 に よ り ､ リJiiヌク レ ア - ゼ に よ る 分解 が妨げられる (Fig. 6)｡
次 に ､ リポ ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト に 結合し て い る プ ロ テ ア ー ゼ活性を測
疋 し た ｡ Tahfe 8 に示 し たよ う に ､ 枯草菌の リポ ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ トの
プロ テ ア ー ゼ 活性 は ､ 大腸菌の リボ ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト の 約 4 倍で あ っ
た｡ ま た ､ 枯草菌 の 30Sと 50Sリボ ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ トの プロ テ ア ー
ゼ 活性は ばぼ同程度 で あ っ た ｡ し か し ､ 通常の ポリ プ ェ ニ ル アラ ニ ン令
成 に 用 い られ る 40pg の 枯草菌 30Sリポ ソ ー ム サ ブユ ニ ッ トは､ ポリプ
工 ニ ル ア ラ ニ ン合成 を 50叉 阻害 す るの に 必要な トリ プシン量 (0.05iLg)
の 0.2駕 程度 の プロ テ ア - ゼ 活性し か 示さ な か っ た｡
13) ス ペ ル ミ ジ ン添 加下 に 調製L/た 枯草菌 の 3 0 Sサブ ユ ニ ッ トの
ポ リ ペ プチ ド合成能
Tab le 9 に示 した よ う に ､ 枯草菌全 RNA ま た は poly(U) を mRNAと
し た ポリ ペ プチ ド合成に お い て ､ ス ペ ル ミ ジン を添加す る Method A に
よ り 調製し た 30Sサ ブ ユ ニ ッ ト はス ペ ル ミ ジ ン を使用し な い Method Br
で 調製 した 3 0S サブ ユ ニ ツ■ト の 4 倍以上の 活性 を示した ｡ ま た､ スペ
ル ミ ジ ン 存在下 に 調製 し た 30Sおよび 5 0Sサ ブユ ニ ッ ト を用い たポ リ
べ 7
'
'
t
チ ド合成量 は､ ス ペ ル ミ ジ ン 存在下に 調製 した 7OS リボ ソ ー ム に よ
る偵 の約 50完 の 大さ さ で あ っ た ｡ 大腸菌 の 場合 は ､ 30Sおよび 50Sリ
ボ ソ ー ム サブ ユ ニ ッ ト を ス ペ ル ミ ジ ン 非存在下 で調製 して も† 70Sリポ
ソ ー ム の 3 0- 50X の 活性 を示 し た ｡ ま た､ ス ペ ル ミ ジン 非存在下で 調製
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し た枯草菌の 30S リ ボ ソ ー ム サ ブユ ニ ッ ト を - 7 0
o
C に保有す ると更 に
失痛が 進行し た が ､ ス ペ ル ミ ジ ン 存在下で 調製し た 30Sリポ ソ ー ム サブ
ユ ニ ッ ト は少な く と も 3 ケ月 は 同程度の 活性 を保持 して い た ｡
2 - 3 考 察
結果 に 示 し た デ ー タ か ら ､ 枯草 菌 の 3 0Sリポ ソ ー ム サ ブネ ニ ッ トの 不
括化 は ､ リ ボ ソ ー ム に 結合 し た プ ロ テ ア ー ゼ で は な く て ､ リ ポ ソ ー ム に
結合L/ た リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ に よ っ て 起 こ る こ と が 明 ら か と な っ た｡ し か
し ､ こ れ ま で ほ か の 報 告 で は ､ 30 Sリボ ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ トの 不措化己ま
30S蛋白 質 の 分 解 に よ っ て 起 こ る と きれ て き た ｡ そ の 根拠 と し て ､ 1) 過
常0.)枯 草 菌 (SB- 1 9) か ら 調製 し た リJi(ソ - ム はプ ロ テ ア
ー ゼ が 減少 した
変異株 (2 - 34) か ら調 製 した リポ ソ ー ム よ り 活性 が 低 い
3 5 '
､ 2)1M塩化
カ リ ウ ム を 含 ん だ緩 衝 滴 で 菌 体 を 洗 い ､ 表面 に 結合 し た プ ロ テ ア
ー ゼ を
除く と ､ 無細胞 系 で の ア ミ ノ 酸 の 取 り 込み が 増加 し た
川 '
, が言 わ れて い
た ｡ し か し ､ プロ テ ア ー ゼ が 減少 し た 枯 草菌 変 異株 2- 34 で は ､ SB
-19
に 較 べ て リ Ji(ヌ ク レ ア - ゼ 含量 も減 少 し て い た
3 5 '
｡ ま た､ 結果 は示さな
か っ た が ､ 1卜1塩 化 カ リ ウ ム を 含む 緩 衝液 で 菌 体 を洗 う と細 胞表面 の プロ
テ ア - ゼ ば か り で な く t.) ボヌ ク レ ア - ゼ も 同 様 に 除か れ た ｡ 枯 草菌t)求
ソ - ム に己まほ と ん どプ ロ テ ア ー ゼ 活 性 は 存在 せ ず.(Table 8)､ 菌抽出液
の 30,00 0x g 上 浦 に も 存在 し な い
d8'
｡ 従 っ て ､ 活性 の 高 い 3 0Sサブ
ユ ニ ッ ト哀調製 す る た め に は ､ リボ ヌ ク レ ア - ゼ を 除 く か その 活性を阻
害す る こ と が 重要 で あ る (Table 7､ Tab一e 9)｡
一 般 に リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ に よ る RN Aq)分 解 は ､ ポ リ ア ミ ン や マ グネ シ
ー 4 3-
ウ ム イ オ ン の 添加 に よ り 促 進 さ れ る こ と が 知 ら れ て い る ｡
3 61 3 7, ‖ 8 )し
か し ､ 30 Sサ ブ ユ ニ ッ ト 中 に 含 ま れ た 状態 の 16SrRN A のリ ボ ヌク レ ア
- ゼ (30 Sサ ブ ユ ニ ッ ト 自 身 に 含 ま れ て も.､ る リ ボ ヌ ク レ ア
- ゼ および 外
国性 リボ ヌ ク レ ア - ゼ に 共 通 し て) に よ る分 解 は ポ リ ア ミ ン 添 加 に よ り
阻害 さ れ た ｡ こ れ は お そ ら く ､ ポ リ ア ミ ン が 3 0Sサ ブ ユ ニ ッ ト の 構造を
変 え る
'2 9･ 8 1 )こ と に よ る と 思わ れ る ｡ Sha r r o ck ら 4 1 'お よ び Le8a ulモー
De m a r eと Cha mbl is sA 2
) は ､ 10mM の マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン (buf fe r Ⅰ)
の 替 わ り に ト 1 5mM 以上 の マ グネ シ ウ ム イ オ ン を 含 ん だ緩 衝液 を 用 い て 活
性 の 高 い 枯 草菌 リ ポ ソ ー ム を 得 て い る ｡ 著 者 は ､ ス ペ ル ミ ジ ン と 高漉度
の マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン を 含 ん だ 緩衝 液 を リ ボ ソ ー ム お よ び リボ ソ ー ム サ
ブ ユ ニ ニソ ト の 調製 に 用 い る こ と に よ り ､ 3 0Sサ ブ ユ ニ ッ ト を 安 定化す る
こ と が で き た ｡
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2 一 旦 小 結
枯草菌 の 30Sリポ ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト の こ わ れ 易さ に つ い て 研究 した｡
30S サブ ユ ニ ッ トを イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す ると ､ リポ ソ ー ム 蛋白質より
む し ろ 16 SrRNAが切断 きれ る こ と を見 い だした ｡ こ れ は ､ 30Sサブ ユ ニ
ッ ト に 結合 し て い る リ ボ ヌ ク レア - ゼ が機 能し た ため と思 わ れる｡ ス ペ
ル ミ ジ ン は 16SrRN A の切断 を防 ぐこ と に よ り ､ 30S サ ブユ ニ ッ トの安
定 化に 寄与 して い た｡ 高漉 度の マ グネ シ ウ ム イオ ン も枯草菌 の30Sサブ
ユ ニ ､ソ ト を安定化 し た ｡ ス ペ ル ミジ ン と高溝度の マ グネ シ ウ ム イオ ンを
含ん だ 緩衝液を用 い て 調製 し串 30Sサブ ユ ニ ッ ト は ､ ス ペ ル ミ ジ ン 非存
在下で 調製し た サ ブ ユ ニ ッ ト に 較 ぺ て ､ ポ リペ プチ ド合成能 が 4 倍以上
で ､ そ の 活性は -7 0
¢c で 3 ケ 月 変わ らな か っ た｡
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第 3 葦 リ ポ ソ ー ム サ ブユ ニ ッ ト の 生 成 および再構成 に 対 す る
ポ リ ア ミ ン の 効果
ポ t)ア ミ ン は ､ 第 ユ 章 で 述 べ たよ う に ､ 大腸菌の 30 Sリボ ソ ー ム サ ブ
ユ ニ ッ トの 生成 に お け る ア セ ン ブ リ ー を 促進す る と考 え ら れ る ｡ ま た ､
ポ リ ア ミ ン が枯渇 す る と リボ ソ ー ム rRN A のメ チ ル 化 も減少す る こ と も
知ら れ て い る8 1 )｡ そ こ で ､ 30Sサブ ユ ニ ッ トの ア セ ンブリ ー をポ リ ア ミ
ン が 促進す る 機構 に つ い て ､ 次の 仮説 を たて て み た.. す な わ ち ､ ポリ ア
ミ ン は 23Sコ ア 粒子の 構造 を変化 さ せ て 16SrRNA のメ チ ル 化 を容 昆に
し32) ､ その 結果 S l蛋白質を は じ め と す る スプリ ッ ト蛋白質 の 23Sコ
ア 粒子 へ の 結合が 容 象と な る こ と に よ っ て 30 Sサブ ユ ニ ッ ト の 生成が 促
進 する で あろ う と 考 え た ｡ こ の 仮説U)真実性を 確 か める ため に ､ 大腸菌
0:)カ ス ガ マ イ シ ン 感受 性株 およ び耐 牲株 を用 い ､ 30Sサ ブ ユ ニ ッ トの 丙
1rA
'
:I,先に 対 する It;S rRN AUjア デ ニ ン0) メ チ)L化と ポ リ ア ミ ン の 効果を検
討 した ｡ な お , 大腸菌 の カ ス ガ マ イ シ ン 耐性 .(KsgA) 柿 の 16SrRNAは
3' 末端付辻 (5' 末端 か ら 1 517番目 と 1518番目) の アデ ニ ン の メ チ
ル 化 が欠損 し て い る こ と が 知ら れ て い る3 4 )｡
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3 一 旦 実験材料及び方 法
且) 緩衝液お よぴ培 地
方法 1 - 1 - 1) お よ び 方法 2 - 1 - 1) に 示 し たも の の 他に 次の も
の を 使用 した ｡
増 地
Med iu mG: 38 肉 エ キ ス ･､ 10g ペ プト ン ､ 5g 塩化ナトリ ウ ム/L
MeLjiu mH:108 ポリ ペ プ ト ン ､ 1g 乾 燥酵 母抽出液/L
Mediu mI:0.1g プト レ ス シ ン､ 7g リ ン酸 二 カ リ ウム ､ 3E リン酸 - カ
リ ウ ム ､ 0. 5Li ク エ ン 酸ナ トリ ウ ム , 1.Og 硫安､ 0.1呂 硫酸
マ グネ シ ウム ･7 水和軌､ 2mg チア ミ ン､ 101咽 ビオ テン ､
4.Og グル コ ー ス ､ ･30Tng ロ イ シ ン､ 30Ⅶg ト レ オ ニ ン ､ 30Ⅶg
メ チ オ ニ ン ､ 30mg セ リン ､ 30Tng グリ シ ン､ 30mg オ ル ニ テ
ン ､ 50jlCi
1 4c - 標識蛋白質加 水分解物/L
2) 使用菌株お よび 増養条件
カ スガ マ イ シ ン 耐性 の 大腸菌 TPR2 01(thi
‾
､ thr
‾
､ Ie u
‾
､ str､ ksgA
) と親株の PR7 (t hi
‾
･
､ 七hr
‾
､ Le u∴ str) はDr ･ J･ E･
.
na vie s(Un卜
v e r sity of Wis c onsin) よ り譲 り 受け た ｡ これ らの 株と､ 大腸菌 Q13及
び 枯草菌 U168は方法 1 - 1 - 2) と同様 に 培養し た｡ 大腸菌ポ リア.
ミ ン 要求株の 30Sサ ブ ユ ニ ッ トの 1 4c で標識 した ス プリ ッ ト蛋白質を
得 る た め に は ､ 1L の 卜1e【】iu ml 中で 培養 し た ｡
3) 大腸菌と 枯草菌 か ら の 抽出及び そ の 他
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,,)(暢蔚の り ポ ソ
- ム ､ リ ボ ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト及び Sephade ^J G- 50処
理 し た
'
150,000 .i
.
畠 上 浦は方法 1 - 1 - 3) に 従 っ て 調製 した｡ 枯草
菌u_
I
) り /i ソ - ム お よ びリポ ソ ー ム サブ ユ ニ ッ トは 方法 2 - 1 - 3) の
卜1el.”()d Aと 同様 に 調製 し た｡ 16S rRN A､ 30S蛋白質 ､ 23Sコ ア 粒子 と
ス プリ ッ ト蛋 白質もま方法 ユ ー 1 一 旦) に 従 っ て 調製 し た｡ 正常な 16S
r
,RN A及び 2 つ 並ん だ ア デ ニ ン の メ チ ル 基 を欠 い た 16SI,RNAは大腸菌
の PR 7と TPR201か ら そ れぞ れ調製 し た ｡ 全 5 0S蛋白質 と 2 3SrRNA
及び 5SrR NA の混液 は 50Sサ ブ ユ ニ ッ トか ら Nie rha u sと Dohm e の 方
法l と2 )に 従 っ て 66tX- 酢酸抽出法 に よ り調 製 し た｡ 50Sサ ブ ユ ニ ッ トを
1. 5M の塩化リ チ ウム を含 む緩衝 液で 処理 し て 得 る l.5c コ ア粒子 と スプ
リ ッ ト 蛋白質 は ､ Montejo と N ie rha u sの 方法1 2 3 )に 従 っ て 調製した ｡
4) リポ ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ トの 再棟成 および ポリ ペ プチド合成
3 0S及び 50Sサ ブ ユ ニ ッ トの 再 構成 に 使用 し た材料 はポ リ ア ミ ン を含
ん で い な い も の を 使用し た｡.30Sサ ブ ユ ニ ッ トの 再構成は Tl
､
a ub らの 方
法8 6 )を少し変 え た 方法 1 - 1 - 5) と に よ り行 っ た｡ 50 Sサ ブ ユ ニ ッ
トの 再構成 は N ie rha u sと Dohm e の 方法1 2 2 )を 少し 変え て 行 っ た ｡ 反応
液 (0･1¶D) 中に ､ 2 A2 6 B ユ ニ ッ トの 2 3Sと 5SrRNA混液､ 50pg の 全
5 0S蛋白質, 20mM ト リ ス/塩敢 (pH 7.5)､ 4nM 酢酸マ グネ シ ウ ム ､ 40
州 塩化 ア ン モ ニ ウム ､ 0. 02mM EDTA及び 2mM 2- メ ル カ プト エ タ ノ ー ル
が含ま れ る よ う に 調製 し ､ 44oC で 20 分間加温 し た ｡ 更 に ､ 様 々な 漉度
の 酢酸マ グネ シ ウ ム と ス ペ ル ミ ジ ン が含 ま れる よ う に 4〟 の 混液 を加え ､
5 0oC で 30- 50分間加温 し た ｡ 50 Sサ ブ ユ ニ ッ ト を 部分再梼成 す る場合
に は､ 反応液 (0･1¶1B) は､ 2 A2 8 匂 ユ ニ ッ トの l.5c コ ア 粒 子､ 20FLg の
- 4 8 -
50 Sスプリ ッ ト蛋 白質及び前 述の 成分 を含 み､ 50oC で 3 0ある い主ょ 90
分間加温し良 ｡ つ い で ､ 反応 液を永冷 し ､ 0.02ⅧD ずつ を活性測定に 用 い
た ｡ ポ リ ペ プチ ド合成能 の 測定 は､ 方法 且 - 1 - 6) と 同様に 行 っ た｡
5) 2 3 Sコ ア お よび 3 0S 粒子中の 1 6 S r R NA のメチ ル 化
Iga r a shiら
1 1 凸)に よ り精製 きれ た太陽菌 の 16SrRN ^ の3' 末端付近
の 2 つ 並 んだ アデ ニ ン をメ チル 化 す る メ チ ラ ー ゼ [(ア デ ニ ン ･ 6)･ メチ
ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ (EC 2.1. 1.48)]を譲り 受け ､ 大腸菌 TPR201か
ら調製 し た 23 Sコ ア 粒 子 と 30 Sサブ ユ ニ ッ ト 申の 16SrRNA のメチル
化に 用 い た ｡ 23 Sコ ア粒 子を メ チ ル 化す る 反応液 (0.3ⅦA)乙ま､ 50mM ト
T] ス/塩酸 (pH 7｡8)I, 15mM 塩化カ T) ウム ､ 5 0mM 塩 化ア ン モ ニ ウム ､ 5mM
酢酸 マ グネシ ウ ム ､ 1]nH EDTA､ 1mM DT T､ 18 A2 6 B ユ ニ ッ トの 23Sコ ア
粒 子､ 3,60 0ユ ニ ッ ト1 1 8 )の ア デ ニ ンメ チラ ー ゼ 及び 3 pCi の S- アデ
ノ シ ル ー L-[m e七hy卜 3H]メチ オ ニ ン く40Ci/m ol､ Radio che m
●
ic al Ce ntr e,
Am e r sha m) を 37oC で 1 5分間イ ンキ ュ ペ - シ ョ ン す る ｡ メチル 化後､
2 3Sコ ア粒子 は上述 の 3 0Sス プリ ッ ト蛋 白質か ら の 30S粒子の 再構成
に 用 い た､｡ 大腸菌 TP R20
.
1 の 30Sリボ ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト をメチル 化す
る に は､ 反応臓 (0.0 5TnD) は 0.2 Å之6 8 ユ ニ ッ トの 30Sサブ ユ ニ ッ ト､
0. 4 pCi の S- ア デノ シ ル ー L -[メ チル ー 3Hコメ チオ ニ ン (100Ci/Jn Ol)､ 200
ユ ニ ッ トの ア デ ニ ン メ チ ラ ー ゼ と上記 の も の を含 み ､ 37oC で 15分間イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を行 っ た ｡ メ チ ル 化 し た 30S サブユ ニ ッ トは 0.Imp
の 反応嘩中 で ､ ポ リ プ エ ニ ル ア ラ ニ ン合成紙を測定 した ｡ 上記の 姦件下
で ほ､ 2 3S コ ア 粒子或 は 30 Sサ ブ ユ ニ ッ ト当り 4 個の メ
′
テ ル 基 が S- ア
デ ノ シ ル ー L-[メ チ ル ー 3H]メチ オ ニ ン か ら移 っ た｡
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6) 1 4c で標識し た S 且蛋 白質お よ び S 且
､を欠 い た 3 0 Sス プリ ッ ト
蛋白質の 調製
方法 3 - 1 - 2) お よび 2 - 1 - 3) と 同様 に 調 製し た
1 4c で標識き
才Lた大腸菌 MA261 の 30Sリ ボ ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト (75 A2 6 色 ユ ニ ッ ト
) を
'R]い ､ 方法 1 - 1 - 7) に 従 っ て 行 っ た｡
7) 3 0 Sサ ブ ユ ニ ッ ト中で ス ペ ル ミ ジ ン に よ り ア セ ン ブリ ー が促進き
れ る ス プリ ッ ト蛋 白質 の 同定
反応液 (2Ⅶ幻 は､ 18 A2 6 8 ユ ニ ッ トの 大腸菌 カ スガマ イ･シ ン 耐性株の
1 517番目と 1 518番目 の ア デ ニ ン の メ チ ル 基 を欠 い た 16 SrRNA､ 100,
0 00cpm の 1
4c- 標識 ス プリ ッ ト蛋白質 を含 む 45 0Ffg の 全 3 0S蛋白質 ､
30mM トリ ス/塩酸 (pH･7.5)､ 330mM 塩化 カリウ ム ＼ 6mM 2- メ ル カ プトエ
タ ノ - ル 及び 20m卜1 酢酸 マ グネ シ ウ ム ､ 或 は 1 6mM 酢酸 マ グネ シ ウム 並
び に､3mM の スペ ル ミ ジ ン が 含 ま れ る よ う に 調製 し､ 42
o
C で 7 分間加温
し た｡ 反応液 を水冷 し た後 ､ 1 0- 30富 シ ョ 精密度勾配 〔34ml:10mM い)
ス/塩酸 (pH7.5)､ 6 0mM 塩化カ リ ウ ム ､ 1 0mM､ 酢 酸マ グネ シ ウ ム および
6mM 2- メル カ プ ト エ タノ ー ル〕 に 積層 した｡ チ ュ ー ブ を日 立 RPS27ロ
ー タ ー で 80,000 x g､ 12時間遠心分離 し ､ 50滴ず つ チ ュ ー ブの 底か ら
分取しへ 5 倍 に 希釈 して 260n m の 吸光度 を 測定 し た｡ 30 S画分をア ル コ
⊥` ル 沈澱 し､ 方法 1 - 1 - 3) の 緩衝液 0.25nlB に溶か し3 0S粒子 を得
る ｡ 3 0S粒子 の 蛋 白質 は 1 - 1 - 6)(雪) の SDS- ポ リ アク リ ル ア ミ ドス
ラ ブゲ ル 電気泳動9 3 )､■更 に ､ フ ル オ ロ グ ラ フ イ - を 行 い ､ 島津 二 波長
Tl+C スキ ャ ナ ｢ (二S9 10を用い 75011 mで 測定 し た｡
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8) リポ ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト及び 且 6 S r R N A の R Na s e
に よ る分解度 の 測 定｡
反応液 (0.211B) は ､ 50m卜1 ト リ ス/塩酸 (pH 7･ 5)､ , 50 州 塩化ア ン モ
ニ ウ ム ､ 5mn 酢酸マ グ ネシ ウ ム ､ 1mM [)TT､ RNa s eA お よぴ 2･5 A2 8 切
ユ ニ ､ソ トの リ ボ ソ - ム サ ブ ユ ニ ッ トあ る い は 1 6SrRNA含み ､ 30
.'
C で
3t) 分 間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 っ た｡ 反応 を 0･2mB の 5寛
一 過塩素敬/
o.28'E ウラニ ル 酢酸 を加 え て 終 了さ せ ､ 30分間水冷 し た後 に ､ 遠心分離
を 行 っ て 得た 上浦 を 4 倍に 希釈 し て 26 0n m の 吸光度を 測定 した ｡
3 - 2 実験結果
1) 大腸菌 の カ ス ガマ イ シ ン感受性株 お よび耐性株の 増養
大 腸菌 の 増殖速度 に 対 す る 1 6SrRN Aの メチ ル 化 の 影響を調 べ る ため
に ､ 大腸菌カ スガマ イ シ ン 感受性株 およ び 耐性株 を種 々の 増 地中で 培義
し た ｡ Fig . 7･に 示し た 如く ､ カ ス ガマ イ シ ン耐性株 はグル コ
ー ス を含ま
な い Mediu m G およ び Med iu m = で 培養 し たと き カ スガ マ イシ ン感受性
株よ り 増殖速度が 遅 か っ た ｡ し かし ､ グ ル コ ー ス を含む Mediu mF 中 で
は両者の 増殖速度 に 殆 ど差 が 無か っ た｡ こ れ ら申結果か ら ､ 16SrRNA の
ア デ ニ ン の メ チ ル 化は細胞増殖速度 に 何 ら か の 影響 を与える事 が示唆き
れ た ｡ ま た ､ 栄養 に 富 ん だ培地 で は菌 の 増殖 に 16SrRNA のア デニ ン の
メ チ ル 化の 低下 を代替 す る因子 が働 く こ とが 示唆 きれ た ｡
2) 大腸菌の カ スガ マ イ シ ン 耐性株の リポ ソ ー ム の ポt)ペ プチ ド合成
紙低下 の 原 因
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大腸菌の カ ス ガ マ イ シ ン 耐 性件の リボ ソ ー ム の ポ リペ プ チド合成絶とま
感受性梓 の リJliソ - ム の 約 1/2 の活性 で あ っ た ｡ そ こ で ､ カ スガマ イ シ
ン感受性梓 お よび耐性株 の リボ ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト を組み 合わ せた再揺
成の 系で ポリ プ エ ニ ル ア ラ ニ ン 合 成を 行 っ た｡ Tab一e l O に示し た如く ,
カ ス ガマ イシ ン耐 性株 か ら調製 し た 3 0Sリポ ソ ー ム サブ ユ ニ ッ トもよ活性
が低か っ た ｡ ま た ､ リ ボ ソ ー ム を IM塩 化ア ン モ ニ ウム で 処理後調製し
た リボ ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ トで み ると ､ カ スガマ イ シ ン 感受 性株の 30Sサ
ブユ ニ ッ トの ほう が I M塩化 ア ン モ ニ ウ ム 処理 に よ る活性の 低下の 割令
が 大き く ､ 両練 か ら の 30Sサ ブ ユ ニ ッ ト の 活性に 差 がば と ん どみ られ な
く な っ た (Table 10)｡ ポリ プ エ ニ ル ア ラ ニ ン 合成の ス ペ )i, ミ ジ ン に よる
促進は ､ 耐性株の 30Sサブ ユ ニ ッ トの 方が 少し大 きか っ た ｡
カ スガマ イ シ ン耐性 株の 30Sリポ ソ ー ム サブ ユ ニ ッ トの 活性が 低い こ
との 原因 を調 べ る た め に ､ 大腸菌 Q13 の50S I)ボ ソ - ム サ ブユ ニ ッ ト
と ､ カ スガ マ イ シ ン 感受性株 お よび耐性 株の 23 Sコ ア粒子と 30Sサブ
ユ ニ ッ トの ス プリ ッ ト蛋白質 あ る い は 16SrRNAと全 30S 蛋白質と を組
み 合わ せ て 再構成 し た 30S粒子 を用い て ポ リプ ェ ニ ル ア う ニ ン合成を行
っ た ｡ Tab le ll に示 し た如く ､ カ スガ マ イ シン耐性株 の 30Sリポ ソ ー
ム サ ブ ユ ニ ッ ト の 活性 が 低 い. こ と の 原因が 主と し て 23Sコ ア 粒子 に ある
こ と が示きれ た ｡ ま た ､ Table 12 にみ ら れ る如く ､ カ スガ マ イシ ン耐性
株の 30S サ ブ ユ ニ ッ ト の 活性が 低い こ と の 原因 を 16SrRNÅ と全 30S
蛋白質 で 比較 する と ､ 前 者に ある こ と が 解 っ た｡ 更 に ､ こ れ に 似た結莱
が ､ MS2 RNAを mRNAと する ポ リ ペ プチ ド合成 に お い て も観察きれ た｡
こ れ ら の 結果 か ら･､ リボ ソ ー ム 蛋白質特 に ス プリ ッ ト蛋白質の ア セ ンブ
リ ー のl氏下が カ スガ マ イ シ ン耐性菌 の 30Sサ ブユ ニ ッ トの 活性低下に 関
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わ っ て い る 事が 示唆 さ れ た ｡
3) 大腸菌の カ スガ マ イシ ン 感受性株お よび耐性株の 3 0S リポソ
ー ム 蛋 白質 の 比較
Tabie 13 に 示し た如 く ､ 3 0Sリポ ソ ー ム 画分 に 取 り込 ま れ た 熱 い)
ク ロ ロ 酢酸不溶性 の 【3 5sコメチ オ ニ.ン の 放射活性eま耐性株の 方が低か っ
た が ､ 50S画分 でとま感受性株 と 耐性梓 の 間に 殆 ど差 が な か っ た｡ こ の 結
果か ら ､ 耐性株の 30S サブ ユ ニ ､ソト の 蛋白質含量 は､ 感受性株の 30S
サ ブ ユ ニ ッ ト に 較 ぺ て 小さ い こ と が 示唆 さ れ た ｡ ま た､ こ の 事 は､ カ ス
ガ マ イ シ ン耐性株 の 30 Sサブ ユ ニ ッ ト中の 1 6SFRNAが感受性株の 30
S サ ブ ユ ニ ッ ト 中の 16S rR N.A に較 ペ て RNase A により分解きれ 易く ､
30Sサブ ユ ニ ッ ト か ら 抽出し た両株 の 16Sl､R NAは同程度に 分解き れる
こ と と も 一 致す る (Fig. 8)｡
カ スガ マ イ シ ン 耐性株 の 30 SI) ポソ - ム サ ブ ユ ニ ツ
ー
トの どの 蛋白質 が
減 少して い る か を調 べ る た め に ､ 30 S蛋白質と 30Sスプリ ッ ト蛋白質を
ポ リ アク リル ア ミ ドデ ィ ス ク ゲル 電気泳 動 に よ り 分析し た ｡ Fi島. 9 と
F ig. 10 に示し た よ ･:) に ､ S l蛋白賃と pI蛋白質が 減少 レ､ きら に IF
- 2､ S 9あ る い は .Sll蛋白質 と SIL･1 蛋白質がわ ずか に減 少し て い た｡ こ
れ と似 た結果 が第 1 輩 の Table 1. およぴ Fig. 2 で も見らて い る ｡
逢) ポリ プ エ ニ ル ア ラ ニ ン合成能お よぴ再構 成し た 30S粒子中の t),ii
.ソ
- ム 蛋 白質豊 に 対す る 16SrRNA のメ チ ル 化の 影響｡
カ ス ガマ イ シ ン 耐性株 の 30Sリポ ソ ー ム サ ブ ユ 土 ッ トの ポリ ペ ブ チ卜
合成紙が 低い 原 因が ､ 1 6SrRNAメ チル 化の 低下 に よ る直接的な もの か ､
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あ る い は メ チル 化の 低 下 に よ り リ ポ ソ ー ム 蛋白質 の ア セ ン ブ リ ー の 低下
し た間接的 な も の な の か を調 べ るた め に ､ 30Sリボ ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト
ある い は 23Sコ ア 粒子中 の ･1 6SrRN A の 3
'
末端 付近 の 2 つ 並ん だ ア
デ ニ ン を メ チ ル 化醇薫 で メ チ ル 化 し た ｡ F ig. 11 に示し た如(､ カ スガ
マ イ シ ン 耐性株 か ら と ら た 30Sサ ブ ユ ニ ッ ト中 の 16SrRNA を メ チル 化
し て も ､ ポ リ プ ユ ニ ル ア ラ ニ ン 合成能 に は ほと ん ど変化 がみ られ な か っ
た ｡ こ の 結果 は 16SrRNÅ のメ チ ル 化 は直接的 に は ポリプ ェ ニ ル ア ラ ニ
ン 合成音巨に 影響 を 与 え な い 事 を示 し て い る ｡ 次に ､ カ スガ マ イ シ ン耐性
托 か ら と っ た 23Sコ ア 粒子中a) 1 6S
.
rRNAを メ チ ル 化 し た後 に 30S ス
プリ ッ ト蛋白質 を加 え て 30S粒子を再 構成 し た も の の ポ リ プ エ ニ ル ア ラ
ニ ン 合成能 を調 べ た ｡ Fig. 12 に示 し た 如く ､ ･あ ら か じめ メ チル 化し て
か ら再構 成し た 30 S粒子を用 い る と由ポ リ プ ユ ニ ル アラ ニ ン 合成能が 上
昇 し た ｡ こ れ ら0)結果 か ら ､ 1 6SrRNA のメ チ ル 化乙ま 16 SrRNAと リボ ソ
⊥ ム 蛋白質と の 結合 を 促進す る こ と に よ り 30 S粒子 の ポ リ ペ プチ ド合成
能 を 上昇 さ せる こ と が示 唆 され た ｡
次 に ､ 1 4C- で 標識 し た S l蛋 白質お よび Sl以外 の ス プリ ッ ト蛋白質 を
用 い て 30S粒子を 再構成 し 1
■
r,S rRN A のメ チ ル 化のi/
/
,響 を調 べ た ｡ カ ス
ガ マ イ シ ン耐性株 の 23Sコ ア粒 子を あ らかじめ メ チ ル 化す る こ と に よ り ､
Sl蛋白質 の 30 S粒子 へ の 結 合量 は 2 倍 に上昇 し た が ､ 他の スプリ ､ソト
蛋白質 は わ ずか に 結合 が 増え た だけ で あ っ た (Table 14)｡ その 際､ あら
か じ め 23Sコ ア粒子 を メ チ ル 化 して か ら再 構成し た 3 0S粒子 はメ チル
化し て い な い 23S コ ア 粒子か ら再梼成 し た 30 S粒子 よ り も高い ポ リ プ
エ ニ)lJ ア ラ ニ >
.
合戒能 を示 し た ( Tah]e 14)｡ 次 に ､ 2 3Sコ ア 粒子 を あ
ら か じめ メ チル1Lし て か ら 再構 成し た 3 0S粒子 とメ チル 化せ ずに再構成
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し 恵 30S粒 子の 蛋 白質 を SD S･ ポ リ アク リ ル ア ミ ドス ラ ブゲル 電気泳動
で 分析 し た ｡ Fig. 13 に示 し た 如く､ メ チ ル 化 に よ り､ Sl蛋白質 の 30
s 粒子 へ の 結合 塞が 増加 して い た ｡
5) 大 腸菌 3 0 Sサ ブ ユ ニ ツ.
I㌢A)再 構成に おけ るポ リ ア ミ ン の 影響
大腸菌 q13 の 3 0Sリボ ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト か ら 抽出 し たリ ポ ソ ー ム
蛋 白質 とカ スガ マ イ シ ン 耐性 株 の 16SrRNAか らの 30S粒子の 再構成を
ス ペ ル ミ ジ ン が 促進 し た (Fig . 14)｡ ス ペ ル ミ ジ ン の 至適洩度は 3mM で ､
マ グネ シ ウム イオ ン の 至 適濃度 は 3mM のスペ ル ミ ジ ン の 添加 に より 20
111M か ら 1 6mM ヘ 減少 し た ｡ 再構 成 を ､ 正常 な 1 6Sr
･RN Aと 全 30S蛋白
質 を用 い て 行 う と ､ ス ペ ル ミ ジ ン は殆 ど影響 を与 えなか っ た (Fi呂. 15)｡
ス ペ ル ミ ジン が 存在 し な い 場 合､ 30Sサ ブ ユ ニ ッ トの 生成速度は､ カ ス
ガ マ イ シ ン 耐性梓 の 16 SrRN Aか らの 再 構成よ り正常 な 16SrRNAか ら
の 再構成 の 方 が速 か っ た ｡
上記 の 実験に お い
.
て は ､ 30S粒子を 単離 す る こ と な し に 蛋■白合成能を
測定 し て い る の■で ､ 反応液 中に 混在 す る 16SrRNAと 30Sリボ ソ ー ム 蛋
白質の 影響を避 け る た め に ､ 30S粒子を 遠心分離 に よ り単離L/ た｡ Fig ･
16 に 示し た よ う に ､ 単離 し た 30S粒子 を 使用 し て も､ 同様の 結果 が得
ら れ た ｡ 再構 成を 行 っ た 30 S粒子の ポ リ プ エ ニ ル ア ラ ニ ン合 成台巨己ま､ 再
構成 時に 31nM の ス ペ ル ミ ジ ン を 加え る こ と に より ､ 正常 な 16SrRNAか
ら の 場合 は 1.17倍 ､ カ ス ガマ イ シ ン耐 性株 の 16Sl､RNAか ら の 場合 は
1. 63倍上昇 し た ｡
な お､ デ ー タ は 示 し て い な い が ､ 再構 成 時の 塩化 カ リ ウム の 沸度を 至
適 の 330mM か ら 20mM へ 低下 さ せ る と ､ カ ス ガ マ イ シ ン 耐性株 の 16S
- 6 6-
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7 0
r
･RNA から の 再構成速度 は 大幅 に 低下す る が ス ペ ル ミ ジン に よ る 促進は
P
1.6 培か ら 2. 0 に上 昇 し た ｡
6) 太陽菌 5 0 Sリポ ソ ー ム サ ブユ ニ ッ ト の 再構成に 対す るポリ ア
ミ ン の 影響
大腸菌 Q1 3 の 23 SrRNAと 5 SrRNA並び に ､ 50S サ ブ ユ ニ ッ トか ら
抽出し た リ ポ ソ ー ム 蛋白質を ､ 4b]H 酢酸マ グネ シ ウ ム 存在下 44oC で加
温 した 後 5 0心c で 様々 な 漉度 の 酢酸 マ グネ シウ ム と スペ ル ミ ジン を加え
て 加温 する 2 段階法 に よ り ､ 50S粒子 の 完全再構成 を行 っ た ｡ 2 段階目
に 必要な マ グ ネ シ ウム イ オ ン 漉度 は ､ 30S粒子 の 再構成 に 比 べ て 幾分低
か っ た ｡ ス ペ ル ミ ジ ン の 添加は 50S粒子 の再括成 に 殆ど影響 を与えな か
っ た (Fiヱ . 17)｡ 同様 の 結果 が l.5c コ ア粒子 と 50Sサ ブユ ニ ッ トの ス
7
'
リ ッ ト蛋白質 か ら の 50S粒子 の 再構 成で も得 ら れた｡
7)･3 0 Sサ ブユ ニ ッ トの ス プリ ッ ト蛋 白質 の 中 で ス ペ ル ミジン に よ
り 3 0S 粒子 ヘ の ア ツ セ ンブリ - の 促進 を受け る蛋白質 の 同定
30S粒子の 部分再構成 が ス ペ ル ミ ジ ン に より 促進を受 け るの で ､ ス プ
リ ッ ト蛋白質の う ち ､ ス ペ ル ミ ジ ン に よ り アセi/ プリ ｢ の 促進を受叶る
蛋白質の 同定
◆
を試み た ｡ 30S粒子 の 完全再 構嘩は､ カ スガマ イシ ン耐性
株の 16SrRNAと 1 4c - 標識蛋 白質 を含 む 30S リポ ソ ー ム 蛋白質か ら裾
つ た｡ 再構成し た 30S粒子を シ ョ 糖密 度勾配遠心 に よ り分離し ､ 30S粒
子に 結合 した 1 4c- 標芸能 30Sス プ リ ッ ト 蛋白質 を ゲル 電 気泳動と フ ル オ
ロ グ ラ フ イ 一 に よ り 分析 し た (F ig. 18)｡ 30S粒子に 取 り込ま れた 1 4
り票識 スプ リ ッ ト蛋白質 は ､ ス ペ ル ミ ジ ン の 凍 加 に よ り ､ 1 .2 - l.3 倍促
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進 をう け ､ 特 に ､ Sl と S9蛋 白質が弓重く 促進 き れ た ｡
8) 枯 草菌 3 0 Sリポ ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト の 再構成 に 対 す るポリ ア
ミ ン の 影響
第 2 葦 に 述 べ た よ う に ス ベ)レミ ジ ン は大 腸菌 の 30Sサ ブ ユ ニ ッ トよ り
枯草菌の 30Sサブ ユ ニ ッ ト の 活性 と安定性 に 強 く 影響し た2 1 )｡ そ こ で ､
枯 草菌 の 16S rRNA と 全 30 Sリボ ソ ー ム 蛋白質か ら 30S粒子を再構成す
る と き の ス ペ ル ミ ジ ン の 効 果 を検討 レた ｡ Fig. 19 に示 し た如 く ､ ス ペ
ル ミ ジ ン を 3mM 添加 す る と ､ 5 分間の 再構 成で 1.8 倍 ､ 20分間の 再構
成で 1.3 僧 促進 さ れ た ｡ 20分 間の 再構成 に お汁る ス ペ ル ミ ジ ン に よる
蛋白質合 成能の 促進程 度 は ､ カ ス ガマ イ シ ン耐性株 の 16 SrRNAか らの
再構 成と 正常 な 16SrRNAか ら再 構成ん た 30S粒子の 中間の 促進を示 し
た ｡ ス ペ ル ミ ジ ン の 至適演度 は 2 0mM か ら 16t11M へ 低下 し た ｡ プト レ ス
シ ン は 30S粒子の 再構 成に 影 響 を与 え な か っ た ｡
3 - 3 考察
結果 に 示 し た如 く ､ スペ ル ミ ジ ン は 16Sr･RN A の 3' 末端付近 の 2 つ
並ん だ アデ ニ ン を メ チ ル 化 し､ そ の 結果 Sl蛋 白質 の 結合が 促進き れ る
こ と を介 し て 30S サ ブ ユ ニ ッ トの ポリ ペ プ チ ド合 成能が上 昇 きせ る こ と
が 明 ら か に な っ た ｡
:30S リJiiソ - ム タ ン パ ク 質の 中 で ､ S2､ SIO､ S141 2 J )そ して 特に S9
蛋白質 が' こ5 )､
.
sl
'
層 白質 を欠 い た 30Sサブ ユ ニ ッ ト へ の Sl蛋白質 の
結合 に 関与し て い る こ と が報告 さ れ で い る ｡ カ ス ガ･マ イ シ ン 耐性株の
- 74-
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3 OSり;T,:リ ー ム 蛋 白質 の う ち ､ S 9と S1 4蛋白質 も感受性 株の 蛋白質に
く ら ぺ て 減 少し て い た (Fig. 9､ Fig. 10) ｡ 従 っ て ､ メ チ ル 化に よ り､
s 9､ S14 蛋白質の 23 Sコ ア粒 子 へ の 結合が 促進 き れ ､ そ の 結果 ､ SI賓
白質 が減 少し た 30S粒 子 ヘ の Sl蛋白質 の 結合 が 促進きれ る思わ れ る ｡
ま た , こ れ ら の 蛋 白質 は カ スガマ イ シ ン 耐性株 の 23Sコ ア粒子 の メ チ ル
化 を強く 阻害 す る3 3 )事 か ら､ 2 つ 並 ん だア デ ニ ン の 近 く に 位置 し て い る
と思わ れ る ｡
一 方 ､ カ スガ マ イ シ ン 耐性株 を グル コ ー ス を 含む Med ium F で増毒す
る と 増殖速度 は 感受性梓と ほ と ん ど差は な い が (Fig･ 7) リポ ソ ー ム の
ポ リ ペ プチ ド合成能 は ､ 同 じ培地 で 培養 し で も ､ 感受性株 の 約半分で あ
っ た o こ の 事 は ､ リ ポ ソ ー ム を 調製 す る と き に 16Sl
,RNA のアデ ニ ン の
メ チ ル 化を 代替 す る 因子 が除か れ た こ と を 意味す る ｡ ポ リ ア ミ ン はお そ
らく こ の 因子の 1 つ で あろ う と思わ れ る ｡ そ の 根拠 と し て 次の 事 が考え
ら れ る ｡ (a) カ ス ガ マ イ シ ン 耐性株 の リボ ソ ー ム は ､ 感受性株の リポ ソ
ー ム に 較 ぺ て ポ リ ア ミ ン に よ る ポリ ペ プチ ド合成量 の 促進 の 割合が大 塞
い (Tab一e 10, TatJle ll)｡ (b) メ チ ル 化 され て い な い 16SrRNAか ら
30 S粒子を 再構成 し た 場合 ､ ポ リ ア ミ ン 添加 に よ り ､ 再 構成が 促進 きれ
る 割合 が 大き い (Fig. 16) ｡ (C) 第1 章 に 述 べ た ､ ポリ ア ミ･ン 要求株に
お い て ポリ ア ミ ン の 添加 に よ り 30 Sサ ブ ユ ニ ッ ト ヘ の ア セ ンブ リ ー が促
進 さjもる リポ ソ ー ム 蛋白質及び ､ カ スガ マ イシ ン 耐性株の 30Sサブ ユ ニ
ッ トを 再構成 し た と き に ポ リ ア ミ ン の 添 加で 30Sサ ブユ ニ ッ ト ヘ の結合
が 促進 され る リポ ソ ー ム 蛋 白質 は ､ アデ ニ ン メ チ ル 化 に よ り 30Sサ ブユ
ニ ､ソト へ の 結 合が 促進 さ れ る 蛋白質と 一 致 し
●
た (Sl､ S9､ S14)｡ こ れ ら
の 事 は , ポリ ア ミ ン 要求 株 を ポ リ ア ミ ン 非存在下 で 培養し た と き 16S
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rRN A のメ チ ル 化の 低 下 も観察 きれ る81 )こ とと も 一 致す る ｡ Iga r a shiら
は9 2) ､ 16 SrRNA のアデ ニ ン の メ チ)i,化を欠 い て い る枯草菌 (払 出 蔓
地 ) の 16 SrRNAと 30Sリポ ソ ー ム 蛋白質か ら の 再構成をポ
リ ア ミ ン が 促進す る こ と を報告 した｡
ポ リ ア ミ ン は 30 Sサ ブ ユ ニ ッ トの 再構成 を促進 し たが ､ 50Sサブユ ニ
ッ トの 再構成 に は 影響 を与え な い こ と が示 き れ た｡ こ れ ら の 結果は､ 第
i 葦 に 述 べ た よう に ､ 大 腸菌の ポ リ ア ミ ン要求枠を 用い た実験で ､ 30S
サ ブ ユ ニ ッ ト の Sl蛋白質等の ア セ ン ブリ - が ポリ ア ミ ンの 欠乏に よ り
滞る7 9･ 8 1 )結果 とよく 一 致す る ｡
正常な 16SrRN Aか らの 30S サブユ ニ ッ トの 再構成に お い て ､ スペ ル
ミ ジ ンの 添加 に よる 再構 成速度 の 促進 の 程度 は小さ い が 3TnM の ス ペ ル ミ
ジ ン が存在 す る と マ グネ シ ウ ム イオ ン の 至適洩度 が 20mM から16mM へ
低下 し
■
た ｡
メ チル 化の こ の 他の 機能 に 関し て ､ Po]de r m a n sら1 2去･ 1 2 7 ,は ､ メ チル
化に よ り f MeトtRN Aが リボ ソ ー ム へ 結合 する の に 必要な げ - 3 の含量が
減少 す る ｡ との こ と か ら も ､ メ チ ル 化は 蛋白質合 成の 開始段 階で 重要な
役割 を はた し て い る こ.t が考 え ら れる ｡ ま た､ 【ポ リ ア
ミ ン が ラ ッ ト肝臓
の 七RNA のメ チ ラ ー ゼ 活 性 を数倍 に 上昇 さ せ泡 相告1 29 )もある ｡
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3 一 塊 小 括
大腸菌の カ ス ガ マ イ シ ン感受性 株 お よび耐性 株の 30 Sサ ブユ ニ ッ トの
リボ ソ ー ム 蛋白質 を ゲ ル 電 気泳動 で 分析 し た結果 ､ カ スガ マ イシ ン耐悼
件 の 3bs サ ブ ユ ニ ッ ト中 の S
･
1 リボ ソ ー ム 蛋白嶺の 含量が ､ 感受性株の
30 Sサブ ユ ニ ッ ト に 較 べ て 減少 し て い た ｡ カ スガ マ イ シ ン 耐 性株 の 30S
サ ブユ
.
ニ ッ ト を大脇薗 Q13株 か ら精製 し た アデ ニ ン メ チル 化酵素で メ チ
ル 化 を行 っ て もポ リ プ ェ エ ル ア ラ ニ ン 合成能 は変 わ らな か っ たが ､ あ ら
か じめ メ チ ル 化を行 っ た 23 Sコ ア粒子 と ス プリ ッ ト蛋白質 か ら 30Sサ
ブ ユ ニ ッ トの 南構 成 を行 っ た と こ ろ ､ メ チ ル 化 に よ り 30S粒子 ヘ の Sl
蛋 白質の 結合が 促進 きれ畠｡ また ､ ス ペ ル
､
ミ ジ ン は､ カ スガ マ イ シ ン耐
性 株の 16SrRN Aと 全 30S蛋白質 か ら の 30Sサ ブ ユ ニ ッ トの 再構成を
促進し た が ､ 正常 な 16 SrRN Aと 30S リポ ソ ー ム 蛋 白質か ら の 再構成に
殆 ど影響 を 与え な か っ た ｡ し か し ､ 31州 の ス ペ ル ミ ジ ン が存在 す る と､
マ グ ネ シ ウ ム の 至適濃度 は 20mM か ら 1 6川Mへ と 減少 し た ｡ 50S粒子の
23g rRNA
■
と
L
5SrRN Aおよぴ 全 50S蛋白質 か ら の 再 構成は ､ ス ペ ル ミ ジ
ン に よ り殆 ど影響 を 受 け な か っ た ｡ カ ス ガ マ イ シ ン 耐性株 の 16SrRNA
と全 30S蛋白質 か ら ス ペ ル ミ ジ ン存 在下 お よび非 存在下 で 30S粒子 を
再構 成す る と ､ Slお よ び S9 蛋白質 の 2 3Sコ ア粒 子 へ の 結合が ス ペ ル
ミ ジン に よ り 促進 さ れ た ｡ 枯草 菌の 30S粒子の 1 6S rRN Aと 30Sリボ ソ
ー ム 出自揖か ら 山Pf･1･kl-J_尤も ス ペ ル ミi)
l
ンd)添加 に よ り 促進 ざれ た｡
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第 筏葦 大腸菌 リボ ソ ー ム 上の ポT) アミ ン結合部位
大腸菌ポ リ ア ミ ン 要求 株や ポ リ ア ミ ン生合成阻害剤 を用 い た牛リ･ンパ
球 な どの 研究 か ら ､ 特 定 の 蛋白質 の 合成をポ リ ア ミ ンが促進 する こ とが
報告 さ れ て い る4 5･ 4β- ｡ 特定切 蛋白質合成 ををポ リ ア ミ ン が どの よ う な
機構 に より 促進する か を明 ら か に する為 に.は ､ リボ,ソ ー ム 上 の ポリア ミ
ン結 合部位を調 べ る こ と が重琴で あ･る ｡ ポ リ ア ミ ンは､ RNA と結食 する
こ と が 知ら れ て い ･る 4 7, 4 ウ)の で ､ 著者 は エ チ)L･ - 4 - 1アチ ドベ ン ゾイ)i,ア ミ
ノ ア セチ ミ デ ー ト4 9' や 21イ ミ ノチオ ラ ン5 0 )を架橋剤と し て用い ､ 直接
ポ リ ア ミ
.
ン と ｢RN Aと の 結合 部位 を決定 し よ うと試 み た｡ し か し､ rRNA
と 架橋 し た 1 4c- ポリ ア ミ ン の 量 が極 め て 少 なく ､ こ の試 み己ま成功しな か
つ た ｡ そ こ で ､ リポ ソ ー ム 蛋白質と ポ リ ア ミJン を ニ 価性架橋剤を用いて
結合 き せ ､ リポ ソ ー ム 上 の ポ リ ア ミ ンの 結合部 位を調 べ た｡
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4: - 且 実験材料 及び方法
ユ) 実験材料
[1 4c]ス ペ ル ミ ン ｡4 塩酸塩 (7 7mCi/mm ol) お よ び [
1 4c]スペ ル ミ ジン
･3 塩酸塩 (8 5.2mCi/m m ol) は ､ Ne wEngla nd Nucle a rよ り 購入し た｡ ジ
メ チル ス ベ ロ イ ミ デ ー ト (DMS) と 1,5- ジフ ル オ ロ ー 2,4- ジ ニ ト ロ ベ ンゼ
ン (FFD) は P ir e c eChe mic al Compa ny より購入 し た｡ 方法 1 - 1 - 3)
に 従 っ て 調製 し た大 腸菌 Q
'
13リ ボ ソ ー ム か ら ､ ポ リ ア ミ ン を殆 ど含ま な
い よ う に 透析 し た リ jiiソ - ム を次 の よ う に 調魁 し た ｡ Q13リボ ソ ー ム を
緩 衝液 〔･100mMト リ ス/塩酸 (pH 7.5)､ 10mM 酢酸 マ グネ シ ウ ム ､ 60mM
塩化 カ リ ウ ム ､ 6mM 2- メ ル カ プト エ タ ノ ー ル 及び 500mM 塩化 ア ンモ ニ
ウ ム〕 で 抽出儀 ､ 超 遠心分離 で 集め､ 沈澱 を 4JJg/ⅦD ポリ ビ ニ ル 硫酸 を
含む buffe r I (方法 1 - 1 - i) )に 溶かし､ 同 じ緩衝液 に 対し て 4
o
C
に 於 て 一 夜 透析す る ｡ リボ ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ トお よび 16SrRN Aは こ の
リ Jii ソ- ム よ り 方法 1 - 1 - 4) に 従 っ て 調製 し た ｡
2) ジメ チ ル ス ベ ロ イ ミ デ ー ト (D M S) に よ りポリ ア ミ ンと架橋す
る リポ ソ ー ム 蛋白質 の 分析
1 Ac - ポ,リア ミ ン と リ Jiiソ - ム との 結合 を調 べ る 目的で ､ 反応液 (0.1¶lD
) 〔2 0111M-ト リ ス/塩 酸 (p= 7. 5)､ 10mM 酢酸 マ グネ シ ウ ム ､ 1 00mM 塩
化 ア ン モ ニ ウ ム ､ 4 A2 6 a ユ ニ ッ ト 30Sサ ブ ユ ニ ッ ト及び 1 4c- ポ リ ア ミ
ン〕 を 3O:,C で 1 5分 間加温す る ｡ 1 4C - ポ リ ア ミ ン は ､ ス ペ ル ミ ン が
o .51trl(1.25i](:Ji)､ ス ペ ル ミ シ ン が 1‖l卜1(4 〟Ci) に なる よ う に 添加 した ｡
さ ら に ､ 等容 量 (0.1HILr.) の 二 価性架 橋剤溶液 〔66ulM ホ ウ砂､ 10tllM 酢
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酸 マ グ ネ シ ウ ム ､ 100IM 劉ヒア ン モ ネ ウム 及び 3 0TnM のD MSを加え る (
混･合時の pH は約 8. 2 になる)〕 を加 えて 3 0
oC で加温 し､ 特定の 時間
に 21nP の 5Ⅹ ト リク ロ ロ 酢酸 を加 えて 反応 を止め る ｡ 沈澱 を Uha七ma n
GF /C フィ ル タ ー 上 に ろ 取 し ､ 氷冷 し た 5Ⅹ トリク ロ ロ 酢酸 で 洗浄後乾燥
し､ 放射活性 を方法 1 - 1 - 6) に 示し た トル エ ン 系液体 シ ンチ レ 一 夕
を用 い て 測定 し た ｡
3) 3 0 Sリボ ソ - ム サ ブ ユ ニ ッ ト に 結合L/ たポ リア ミ ン の測定
tlu m m e] と Dr eye r の ゲル ろ過法 の 変法1 31)に 従 い 3 0Sリポ ソ ー ム サ
ブユ ニ ッ ト或 は 16SrRNAと結 合し たポリ ア ミ ン の 豊 を測定 した｡ 全 で
の 操作 は 4
o
C で行 っ た ｡ 反応液 (0.1TnB) を予め 緩衝液 〔20TnM い) ス
/塩酸 (pH 7｡5)､ 10111M 酢酸マ グネ シ ウ ム ､ 100mH 塩化ア ン モ ニ ウム 及
び 1 4c- ポ リア ミ ン〕 で 平衡化 し た Bio･ Gel ㍗- 10 カ ラ ム (0.5 x llc m
) に か け , 同 じ援街液 を 用い て 涜 連 0.l¶lD/rnin で 溶出し､ 5 滴ずつ 分取
し た ｡ そ の う ち 200〃β の 放射 活性 を ジ オキ サ ン系液体 シン テ レ 一 夕 をで
測定 し ､ ポリ ア ミ ン 結合量 を算 出し た ｡
佳) l Ac - ポ リ ア ミ ン と架橋 し た リポ ソ ー ム 葺白質の 同定 ｡
I dc - ポリ ア ミ ン と リ ポ ソ ー ム 蛋白質の DMS を用 い た架橋 は方法 庄 一
1 - 2) に 準 じ て 行 っ た ｡ 但し ､ 反応 は 4 倍量 で 行 っ た ｡ ま た､ 1,5- ジ
フ ル オL:i - 2,4- ソ ニ トトlベ ン ゼ ン (FF[) を用い る場合己よ､ 3()mM の DMS
の 替 わ･り に ､ 0. 64111卜l の FFDを用 い ､･37oC､ 30分間反応‾き せ た｡ 反応嫡
を 3:叫 マ グネ シ ウ ム イ オ ン 0:)存在下 ､ 66諾 酢酸で 抽出 し
1 8 '
､ 20,000
人 呂 で 30分間遠心し た 上清 に 5 倍量uL)ア セトン を 加え ､ 更に 同様 に 退
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心分離 を行 っ た沈 澱 を リ ボ ソ ー ム 蛋白質分画 と し た｡ .= の分画を 6M尿
莱/ 50nl†1 2･ メ)Lカ ブト エ タ ノ ー ル に 溶 か し ､ 同じ 清液 に 対 し て 3 時間透
析 し た ｡ リ Jiiソ - ム 蛋白 質の 100- 300FAg を･Madjar ら の 二 次元電気泳'
勤法1 3 2 'に よ り分析 し た ｡
◆
一 次元 目は酸 性 の 系 で ､ 二 次元 目は SDS存在
下 で 行 っ た ｡ 各リ ポ ソ ー ム 蛋白質a)同定 は ､ Kalshmid七-と Ui七tman n の
方法1 3 3 'に 従 っ て 行 っ た ｡ 50 Sリポ ソ ー ム 蛋白質 の 分離 と 同定 に己ま尿素
存在下で 泳動 させ る Geyl ら の 方法1 3 4 )も併せ て 用 い た ｡ ゲ ル 中の 蛋白
質の 染色 に は 0.00 8Ⅹ の ク マ シ ー プリ リ ア ントブル ー G- 250を用い ､ フ
ル オ ロ グラ フ イ - は方法 1 - 1 - 6) の ② と 同様 に 行 っ た ｡ 各蛋白質
に 架橋し た放射活性 は ､ ua七a n abe ら の 方法
1 3 5 )に従 い ､ ゲ ル 切片 を過酸
化水素水 で 脱 色 し た後 ､ 方法 1 - 1 - 6) に示 し たトル エ ン ー トーリ トン 系
シ ン テ レ 一 夕 を 用 い て 測定 し た ｡
5) ポリプ エ ニ ル ア ラ ニ ン 合 成能 の 測定
ポ リ プ ェ ニ ル ア ラ ニ ン合成は 方法 1 - 1 - 6) の ① に 準 じ､ 反応液
量 を 2 倍 に し て 行 っ た ｡ ス ペ ル ミ ン ま た は ス ペ ル ミ ジ ン を加 え るとき は ､
そ れ ぞ れ 0.5 )1IH お よび 1IllM に添加し て 合成 を行 っ た｡
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逸 - 2 実験結果
且) 3 0 Sサブ ユ ニ ッ トと ス ペ ル ミ ン の 架橋 の 特徴
ジ メ チ ル ス ベ ロ イ ミ デ ー ト (DMS) を用 い て 30 Sサ ブ ユ ニ ッ トとポリ
ア ミ ン を 反応 時間を 替え て 架橋.ざ せ た (Fig. 2 0). スペ )LJ ミ ン は 30分
ま で は ばば 直線的 に 反応 し ､ リ Jiiソ - ム 蛋白質 と架橋 した ス ペ ル ミ ン豊
(4 .23m ol/m o1 30Sサ ブ ユ ニ ッ ト) が 30Sサ ブ ユ キ ツ トに 結 合した スペ
)i, ミ ン 豊 (28.9m o]/m o1 30S サ ブ ユ ニ ッ ト) の 約 15% に 達 した｡ 30S
サ ブ ユ ニ ッ トに 結合 し た ス ペ ル ミ ン畳は .､ ゲル ろ 過法に よ り算出した (
TalJle 15)｡ DM Sを伺 い て 1 6SI･･RNAと ス ペ ル ミ ン を同じ姦件 で 反応さ せ
て も 架橋は 認め ら れ な か っ た . 0 .64]llM の 1,5 - ジ フ ル オ ロ ー 2,4 - ジ ニ トロ
ベ ン ゼ ン (FFD) を 3 0Jl.M の 州S に代え て 反応 を行 っ た とき ､ スペ ル ミ
ン乙ま 30分 間の 反応 で 1 .38mol/nlO1 3 0Sサ ブ ユ ニ ッ トの 割合で 架橋した ｡
ス ペ ル ミ ジン は 18.4m ol/m o1 30Sサブ ユ ニ ッ トで 結合 し､ そ の 内の 12
% が DMS により 30 S蛋白質 と架橋 し た (Fig . 20､ Table 15)｡
ス ペ ル ミ ン が 遊離の リボ ソ ー ム 蛋 白質 と架橋す る か否 か を知る ため に ､
サブ ユ ニ ッ トか ら可溶化し た リ ボ ソ - ム 蛋 白質を'DMSを用 い て 架橋きせ
た｡ リJiiソ - ム 蛋白質 は ､ 6M の尿素ま た は 20rETnM の 塩酸 を 用い て 調製 し
た ため ､ 架橋反応 は 2M 尿素の 存在下 及び非存在下で 行 っ た｡ 上記の 反
応 で 何れの 場合 も ス ペ ル ミ ン は可溶化 し た リポ ソ ー ム 蛋白質ともま架橋 し
な か っ た (Table 16)｡ 牛血 清 ア ル ブ ミ ン を用 い た 場合は僅か で はある が､
架橋 が み ら れ た ｡ こ れ ら の 結果 は ､ 二 価性架橋剤 を用い た架橋反応 に敬
て ､ ス ペ ル ミ ン は 3 0Sサ ブ ユ ニ ッ ト を構成 して い る 状態 の リボ ソ ー ム 蛋
l
白質と の み 架橋 し得 る こ と を示 し て い る ｡ それ 故 ､ スペ )i, ミ ンの 30S サ
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ブ ユ ニ ッ トに 対す る 結合 は 16 SrR叩 へ の 結合に 基づ く も の で ､ ス ペ ル
ミ ン が ､ 結合 して い る 場所 の 近く に 位置す る蛋 白鎗と架橋 し たと考え ら
れ る ｡
2) 1 4c - ポリ ア ミ ン と架橋 し 泡 リボ ソ ー ム 蛋 白質 の 同定
1 4c･ ス ペ ル ミ ン と DMSま た は FFD を用い て 架 橋反応 を行わ せ､ 30S
リボ ソ - ム 蛋 白質を 二 次元ゲル 電気泳動 に より 分離 し､ フ ル オ ロ グラフ
ィ 一 に か け て 解析 し た (Fig . 21)｡ ス ペ ル ミ ン と架橋し た リ ポソ ー ム蛋
白質は ､ 架橋 し て い な い 蛋 白質に 較 ぺ て ､ 明ら か に 塩基性 が増して い た｡
DM Sを架橋剤と し て 用 い た 場合は ､ S3､ S4､ S5･､ S7､ S8､ S9及び S15
蛋白質 が ス ペ ル ミ ン と 結合 し (Fig. 21A)､ FFDを架橋剤と し て 用い た場
合は ､ S3･､ S 臥 S9蛋白質 がス ペ ル ミ ンIt 結 合し た (Fig. 21B)｡ S3蛋白
質は 最 も強く ス ペ)LJ ミ ン と結合 し ､ こjtL ら の 結 果は 再現性 がよ か っ た ｡
sl 蛋白質は 二 次元ゲ ル 電 気泳動 で の 同定 が 困難 で あ っ た の で ､ Laem m] i
らの 方法9 3 )に よ る SDS- ゲル 電気泳動で 同定し た結果､ Sl蛋白質は
DMSを用 い た 場合 ス ペ ル ミ ン と架橋 が み ら れ た ｡
リ ボ ソ ｢ ム 蛋白質 はリ ボ ソ ー ム と結合 し た [
1 4c]ス ペ ル ミ ン と架橋し
た の で あり ､ 反応嫡中の 遊離 の [1 4c]スペ ル ミ ン と 架橋 し た の で 無い こ
と を調 べ る ため に ､ [1 4c]ス ペ ル ミ ン が結合 し た リ ボ ソ ー ム を アセトン沈
澱法1 3 )及びゲ ル ろ 過法 に よ り 調製し ､ DM S によ る 架橋反応 を行 っ た｡ 更
に ､ 架 橋反応 を行 っ た pH 8.2 では リ ボ ソ ー ム の 立体横道が 生理的状態
と異な る恐 れ が あ る の で ､ pH を 7･5 に移し て 架橋反応 を行 っ た｡ 何れ
の 条 件下で も､ [1 4(二]ス ペ ル ミ ン の 架橋童 が 1.5 - 3.0 m
'
o1/m o] 30Sサ ブ
ユ ニ ッ トと 低下 し た が ､ Fig . 21と同様の 結果 が得 られ た ｡
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次に ･､ [1 4c]ス ペ ル ミ ン と 架橋 し た 5 0Sリポ ソ ー ム 蛋 白質 の 同定を行
っ た (Fig. 22)｡ D MSを架橋剤 と し て 用 い た場合 は ､ Ll､ L2､ L3､ L5､
L6､ L18及び L 24蛋白質 が ス ペ ル ミ ン と 架橋 し (Fig. 2 2A)､ FFDを用
い た 場合 は ､ L l､ L 2､ L3､ L5､ L 6､ L13､ L24及 び L28蛋白質が架椅し
良 (Fi苫. 2 2B)｡ L1 8と L24蛋白質は ､ 二 次元目 に SDS- ゲル 電気泳動 を
用 い た場合 は同定が 陶難 だ っ たの で ､ 尿素の 存在下 で 二 次元目の ゲル 電
気泳動 を行 っ た ｡ こ の 条件 は ､ SOS- ゲル 電気泳動 に 較 ペ て ､ 蛋白質の 二
次元 め へ の 回収率 は悪 い が 個々 の リ ポ ソ ー ム 蛋 白質の 分離同定と い う点
で は 優れ て い た ｡
D卜ISを用 い て 各 リ ボ ソ ー ム 蛋白質 と架橋 した [1 4c]ス ペ ル ミ ン の 放射
活性を Tab le 17 に示 し た ｡ こ れ ら の 値はフ ル オ ロ グラ フ イ - の 結果と
よ く 一 致 して い る ｡
[1 AIC]ス ペ ル ミ ジ ンとま DMSを 架橋剤 と し て 用 い た場合 ､ [1 4c]スペ ル ミ
ン よ り反応性 が低 か っ た (Fig. 20)｡ し か し､ 架橋 した リ ポ ソ ー ム 蛋白
質の 種精 は ス ペ ル ミ ン の 場合 よ り多 く ､ 30Sリボ ソ ー ム 葺 白質の 中で は
新 た に S2､ S14及び S2 0蛋 白質が 架橋 し､ 50Sリ/iiソ - ム 蛋白質の 中
で は L4､ L5､ L9及び L 13蛋白質が架橋 した (Fig. 23)｡
30Sや 50 Sサ ブ ユ ニ ッ トの 替 わ り に 70Sリ Jii ソ- ム と [1 4C]ス ペ ル
ミ ン を 【)MS を用 い て 反応 きせ る と ､ 架梼 したス ペ ル ミ ン は全 体として
10- 1 5% 減少し た が ､ フ ル オ ロ グラ フ イ 一 に お け る各蛋白質 の 架橋の 割
合に 大き な 変化は 見ら れ な か っ た ｡
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堤 - 3 考 察
ポ リ ア ミ ン己まリポ ソ ー ム 蛋白質で はな く･､ リ ポ ソ ー ム RNA に結合す る ｡
従 っ て ､ ポリ ア ミ ンと リボ ソ ー ム 蛋 白質の ア ミ ノ 基と を架橋させる方法
は ､ リボ ソ ー ム 上 の ポ l) アミ ン 結合 部位を知 る に は 間接的 な手法で あ る｡
し か し ､ 今回の 試 み で は ､ ポ リ ア ミ ン が 結合す る 部位の 近く に存在す る
蛋白質の 情報が 獲られ た と思 わ れ る ｡ ポ 1) ア ミ ンと結合す る 蛋白質を同
定 す る上 で 二 つ の 実験 的鼻件 に 留意 し た ｡ 一 つ は ､ 生理 的に 近 い条件で
リボ リ ー ム の 立 体構造 を 変 え る こ と な し に 架橋 を行 う こ と で ある ｡ 今回
の 実験 で ､ 生麺的条件 か ら最も大 き く遮 っ た点 は架揺反応 を p11 8.2 で
行 っ た こ と で あ っ た｡ し か し ､ pH 7.2 とし て行 っ て も反 応全体の 効率壬ま
低下 し た が ､ 架橋 し ねI)ボ ソ - ム 蛋白a:j種精に 変 化が な か っ た ｡ 二 つ 目
は､ 架橋剤の 洩度 を リボ ソ ー ム 蛋白質間で 架橋 が起 こ らな い 程度 に抑 え
た こ と で あ る ｡
ス ペ ル ミ ン と架橋 す る リポ ソ ー ム 蛋白質 の 同定 は､ Bern abe u ら5
･1 )に
よ っ て 報告 き れ て い る ｡ しか し ､ 彼 ら の 結 果は ､ 著者ら と余り 一 致 して
い な い ｡ こ の 相連は 次の よ う に 説明 出来 る｡ (A)フル オ ロ グラ フ イ - に よ
る と [, 4Cコス ペ)Lミ ン と結合 した蛋白質 は ､ スポ ッ トが 塩基性側 へ 移動
す る が ､ 彼 ら･とまゲル 電気 泳動 後に 染色し た 蛋白質 スポッ ト の 放射活性を
測 定し た ｡ (B) 彼ら ば 高濃度 の FFD(6nLJH) を使用し たため ､ リボ ソ
.
- ム
蛋白買 (S2､ S7､ S 12､ S18､ S20､ Ll､ L19) が 蛋白質間 で架橋して しま
っ たと 思わ れ る ｡ (C) 彼らは ス ペ ル ミ ン の 結合 と架橋 を異な っ たイオ ン
条件 で 行 っ た ため , 架橋 反応の 間 に リボ ソ ⊥ ム の 立体構 造の 変化が起き
たと 思わ れ る ｡ 著者 の 実験条 件で は､ リ ポ ソ ー ム サブ ユ ニ ッ ト に結合し
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た ス ペ ル ミ ン の 5 - 1 5寛 が 架橋 し た ｡ 架 橋剤の 洩度 を 3 憤に上げる と ､
架橋 し た ス ペ ル ミ ン畳 は結合 した ス ペ ル ミ ン の 3 5Ⅹ ま で 上昇した｡ そ の
と き リ ポ ソ ー ム 蛋白 の 回収率 は大幅 に 低下 し た が ､ スペ ル ミ ンと架橋す
る リ ボ ソ ー ム 蛋 白質 の 種類 に 変化 は認 め ら れ な か っ た｡ 従 っ て ､ リポ ソ
ー ム サ ブ ユ ニ
■
､ソ トに 結 合 し たポ リ ア ミ ン の う ち ､ 架橋 し な か っ たポリ ア
ミ ン (85
-
- 95%) が 他 の リ ボ ソ ー ム 蛋 白質 と 架橋 す る可能性 は極 めて 低 い
と言 え る ｡
FF
J
D と DMSを架輯剤 と して 用 い た場 合､ S3 或は S4蛋白質が最 も強
く ス ペ ル ミ ン と架橋 した｡ リポ ソ ー ム 蛋 白質 S 3は ､ ペ プ チ ド鎖伸長 因
子 T山 鹿有の ア ミ ノ ア シ,)L - tRNA のリポ ソ ー ム へ の 結合 を促進す る こ と
が知 ら れ て お り1 3 )､ s4蛋白質 は ､ リポ ソ ー ム の 開始コ ドン AUGへ の 結
合を 促進 し1L3 6 )･､ 蛋白 質合成 の 精度 を 高め る1 37) こ t
.
が知 ら れ て い る｡
こ れ らの リボ ソ ー ム 蛋白質 の 機能 は ､ ポ リ ア ミ ン に よ り促進 きれ る こ と
が明 ら か で あ る1 3 ･ 20 ･ 2 4 )｡
ポ リ ア ミ ン が 50 Sリポ ソ ー ム サ ブ ユ ニ ツ
'
トに どの 様な 影響 を及ば す か
は ま1だ明 らか で な い ｡ 僅 か に ､ リ ン取 イオ ンが 存 在す る と き ､ ポ リ ア ミ
･ン が 蛋白質合成 に 於 て マ グネシ ウ ム イオ ン の 至適溝度 を 低下 さ せ るこ と
が 知 ら れ て い る ｡ ペ プ チ ジ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ 活性の 再構成に 必要な ､
l.▲2､ L3､ L4
･
､ L16及び L18蛋白質 は全て ポ リ ア ミ ン と架 橋し た｡
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佳 一 塊 小 指
大腸菌 リポ ソ ー ム 上 の ポ リ ア ミ ン 結合部位 を決定す る目的で ､ 二 価性栄
瞭剤 を用 い ､ 1 4c- ポ リ ア ミ ン と 架椅し 患.リ ポ ソ ー ム 蛋白質 を分析した ｡
架橋剤 と し て 1,5- ジ フ ル オ ロ ー 2,4- ジ ニ ト ロ ベ ン ゼ ンを 用い ると ､ ス ペ
ル ミ ン は S3､ S8､ S9､ L l､ L2､ L5､ L 6､ L13､ L 18､ L24および L27蛋
白質と結 合 した ｡ ジ メ チ ル ス ベ ロ イ ミ デ ー トを使用 した場合ス ペ ル羊ン
は ､ Sl､ S3､ S4､ S5､ S7･. S 8､ S9､ S15､ Ll､ L2､ L3､ L 6､ L18､ およぴ
L2 4
: 蛋白質 と結合 し た ｡ ス ペ ル ミ ジ ン をジ メ チ ル スベ ロ イ ミ デ ー トを用
い て 架橋 き せ た場合 は ､ 架橋効率 は ス･VL, ミ ン の 場合よ り 低か っ たが蛋
白質 の 嘩矯 と し て は上記 の 蛋白質の 他 に ､ S2･､ S14､ S20､ L4､ L5､ L9､
L13､ L16蛋白質 と結合 し た ｡ ポ リ ア ミ ンと 架橋し た こ れ ら の 蛋白質の 大
部分 はポ リ ア ミ ン に より促進尊 れ る 反応 に 関係し ､ 特 に S 3もま蛋白質合
成 伸長因子 -Tu 依存 の ア ミ ノ ア シ)i, - tRNA a)結 合部位､ S 4は開始コ ド ン
に 結合す る 蛋白質 ､ 50Sリボ ソ ー ム 蛋白質のとまと ん どはペ プチジル トラン
スフ エ ラ ー ゼ 活性 に 必要 な蛋 白質で ある こ と が知 ら れ て い る ｡
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第 5 章 大隈菌 お よ び 高度好熟菌無 細胞蛋白質合成に 対 す る
ポ リ ア ミ ン ア ナ ロ グと合成温度の影響
ボt) ア ミ ン己ま iD 地 蛋 白質合成 に お い て 至適 マ グネ シ ウム 膿度を
低下 さ せ る ばか り で な く ､ マ グネ シ ウ ム イオ ン の み で は 合成で き な い 塞
L
I
Jt上 に 合成を 促進 す る効 果 が あ る' 3, 1
d
･ l S, 2 1. 5 2 -
｡ 更に ､ 高度好熟菌 の
撫 細胞実験系で は ､ ス ペ ル ミ ン を添加 す る と 65- 80
oC で ポ リ プ ユ ニ ル
ア ラ ニ ン 合成 が可 能 に な る こ と が知 ら れ て い る5 3
'
｡ 近年 ､ 大島らは多数
の 新 し い ポリ ア ミ ン を 高度好熟 薗の 工血生 牡喧 地 か ら分離 し
て い る ｡ こ の 菌 体内 に は ､ ト リ ア ミ ン と し て は ノ ル ス ペ ル ミ ジン ､ ス ペ
ル ミ ジ ン ､ 鮎坦
- ホ モ ス ペ ル ミ ジ ン5 4 'が ､ テト ラ ア ミ ン と し て はサ ー モ ス
ベ ル
･
ミ ン 5 5 )と サ ー ミ ン 5 6 )が､ き ら に ､ 二 つ の ペ ン タ ア ミ ン5
ト 5 9 )が存
在 す る ｡ 以上 の こ と か ら ､ こ れ ら の ポ リ ア ミ ン は生育温度 の 変化 と深 い
結び 付 き が あ る よ う に み ら れ る ｡ し か し ､ こ れ ら の 特異 なポ リ ア ミ ンは ､
好熱性 で な い 生 軌 こも 存在 し ､ 好熱性 の み と 関連 が あ る ともま言 えな い ｡
一 方 ､ カ ダベ リ ン と ア ミ ノ プロ ピル カ ダ ベ リ ン は ポ リ ア ミ ン が枯渇し 良
細胞中 に 誘導 さ れ ､ 様 々 の 生物反応 に お い てポ リ ア ミ ン と 同様の 働 き を
す る こ と が知 ら れ て い る7 9
- 7 4 )
｡
そ こ で 著名 は ､ 大腸 菌 と高度好 熟菌の 無細胞実 験系を 用 い て ､ ポリプ
ェ ニ ル ア ラ ニ ン 合成 に 対 す る ポ リ ア ミ ン の 効果 と合成温度 の 関係 を､ 令
成量の 促進と 至適 マ グネ シ ウ ム イ オ ン濃 度の 低下 の 二 つ の 作用に 注目し
て ､ 特 異なポ リ ア ミ ン の 存在 と生 育温度 の 関係 を 考察し た ｡
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5 - 1 実験材料及び方 法
且) 試薬
プト レ ス シ ン ､ ジ ア ミ ノ プ ロ パ ン ､ カグ ベ リ ン ､ スペ ル ミ ジ ン､ サ ー
ミ ン お よぴ ス ペ ル ミ ン は ､ 半井化学薬 品 .( 柿)よ り購入し た ｡ アミ ノ プ
ロ ピル カ ダベ リ ン と ア ミ ノ プ ロ ピル ヘ キ サ メテ レ ン ジア ミ ン ほ､ Dr. D.
ド. no r ris くUniv e r si七y.of Uashillgt.On) よ り譲 り受 けた ｡ テトラ ア ミ ン
と ペ ン タ ア ミ ン の ア ナ ロ グは ､ そ れぞ れ ､ Sa m ejim a らの 方法1 3 7 )と Ni
- i ts LIらの 方法13 8一 に よ り合 成し た も の を 鮫島啓二 郎博士 ( 城西大学薬
学部) よ り譲 り受 け た ｡ 使用し たポ リ ア ミ ン ア ナ ロ グは Fig. 24 に示 し
た ｡
2) 菌 の 種類と培地 お よび培 養姦件
培地
卜1ediu mJ:3g 塩 化ナ ト リ ウム ､ 4g 乾燥酵母抽出物､ 8& ポT)ペ プトン
大腸菌 Q1 3は方法 l - 1 - 2) に 従 い 培養した ｡ 東京工 業大学の 大島
泰朗 博士 よ り譲 り受 け た 高度好熟画 地 土地 地 HB8(ATCC
276:j4)は､ OsLhim a ら の 方法1 3 9 )に 従 っ て ､ 10 L の Med iu mJ 培地中で ､
A6 1 8 が 0.6 になる ま で 増瀬 きせ ､ 以下方法 ユ ー ユ ー 2) に 準じ て 行 っ
た ｡
3) リポ ソ ー ム 等 の 調 製
リ ポ ソ ー ム の 0,3M ”)塩化 ア ン モ ニ ウ ム を含 む援助泊 で の 処理 は方法
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Fig . 24･ Il lu str at io n of polya min e a n alogu e s･
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旦 - 1 - 1) に 准 じ て 行 っ た . 大腸菌 Q13 の DE AE- S- 150 の 調製は方法
2 - ユ ー 8) に 従 っ て 行 っ た ｡ 蛋白質合成 に 必要 な その 他の 因子は方法
1 - 1 - 3) に 従 っ て 調製し た ｡
4) ポ リプ エ ニ ル ア ラ ニ ン合 成量 の 測定
大腸菌の 系の 反応 液 (0.05nD) は 50mM ヘ ペ ス/KOH(pH 7.6)､ 100TnM 酢
酸 カ リ ウム ､ 2mM D TT､ 1･5nJM AT P､ 0･5mM GT
.
P､ 2mM ホ スホ
.
ユ ノ ー )I/ ど
ル ビ ン散､ 2. 5F4g の ピ ル ビ ン 取 キ サ ー ゼ (Bo ehringe rMa n nheim GmbH)､
30FLg の 大腸菌 t.RN A､ 1 0.q の ･p
.
oly(”) (Ya m a s aShoyu Co.)､ 0･5JICi
の [3[りフ ェ ニ ル ア ラ ニ ン (331mCi/m m ol)､ 0. 17 A2 6匂 ユ ニ ッ ト の 0. 3
卜I NH4C 卜w a shed リ:”:ソ - ム ､
1aOjjg の 大腸菌 DEAE- S- 15 0､ 酢酸マ グネ シ
ウ ム お よび ポリ ア ミ ン ア ナ ロ グを含 む ｡
●
高度好熟薗の 系の 反応液 (0.llmA
) は ､ 50川M ヘ ペ ス/水酸 化カ リ ウ ム (pH 7,6)･､ 100和M 酢酸カ リウ ム ､ 2
mr･1bT T､ 4mM ATl, ､ 0 .51†LM (
I
;TP1. 60p g の 高度 好熟菌 七RNA､ 加JLg の p(巾
(lJ)､ 1.O FLCi の [r5ri]フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン (331mCi/m m o])､ 0.3LI A2 6 8 ユ
ニ ､ソ ト u)高度好粘 菌 q･:朴 NIf4L
'
卜ua shビLJ リポ ソ ー ム ､ 1GO/J･g の DEA E
-
.
.S
'
- 1 5 0､ 酢酸マ グネ シ ウ ム およ びポ リ ア ミ ン ア ナ ロ グ を含 む ｡ 反1,
-
a;
.
は結果
に 示 し た温度 で ､ 5,分間行 い ､ 以下方法 1 - 1 - 6) に 従 っ て行 T)lて ポ
リ プ エ ニ ル アう ニ ン 合成量 を測定 し た ｡
- 9 9-
5 - 2 実験結果
ユ) 大腸菌無細胞ポリ プ エ ニ ル ア ラ ニ ン 合成 に 対 す るジア ミ ン お よび
ト リ ア ミ ン の 効果
ジ ア ミ ン や トリ ア ミ ン を添 加す ると ､ 至適マ グネ シ ウ ム イオ ン漉度が
低下 す る ばか り で な く ､ ポリ ペ プチ ド合成 が促進 きれ た (Fig. 25)｡ 一
般 に ､ 促進 率 (ポ リ ア ミ ン を 添加 し た と き の 至適 マ グネ シ ウム イオ ン洩
度 に お け る ポ1)ペ プチ ドの 合成 量と ポ リ ア ミ ン を加 えな い で 至適マ グネ
シ ウ ム イオ ン 渡度 で の ポ リ ペ プチ ド合成量 の 比) はジ ア ミ ン よ りトリ ア
ミ ン が大書 く ､ 特 に5 0oCで 蹄着 で あ っ た ｡ 至適マ グネ シ ウ ム イオ ン 膿度
低下作用 の 強 さ ば､ ジ ア ミ ンで は ､ ジ ア ミ ノプ ロ パ ン > プト レ ス シ ン
> カ グ ベ リ ン の 順で あ っ た ｡ し か し ､ 3 種 の ジチ ミ ン 間で ポ リ ペ プチ ド
合 成の 促進率に 有為 な 差 が認め ら れ な か っ た ｡ 実 験 に 用 い た 3 種の トリ
ア ミ ン 即ち ､ ス ペ ル ミ ジ ン ､ ア ミ ノ プ ロ ピ ル カ グ ベ リン およ びア ミ ノ プ
ロ ピル ヘ キサメ チ レ ンジ ア ミ ン の 間で は ､ ポリ ペ プ チ ド合成 の 促進率ち
至適マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン漉度 の 低下作用 も 同程 度で あ っ た｡
2) 大腸菌無 細胞ポ リ プ ユ ニ ル ア ラ ニ ン合成 に 対 す る テ ト ラア ミ ンと
ペ ン タ ア ミ ン の 影 響
ポ リ プ ェ ニ ル ア ラ ニ ン合成 に 対す る テ ト ラア ミ ン の ア ナ ロ グ の 影響を
F ii. 2G に示し た ｡ ス ペ ル ミ ン は伺 い たテ ト ラ ア ミ ン の 中で ポ リ ペ プチ
ト 合破の 促進率 に お い て も ､ 至適 マ グ ネ シ ウム イ オ ン 過度 の 低下 作用 に
お い て も 最も 効果的 で あ っ た ｡ サ ー モ ス ペ ル ミ ン は ､ ス ペ ル ミ ン よ り 少
し 効果 が 弱く ､ サ ー ミ ン は 元来 高度好 熟菌 から 見 つ け ら れ た に も かか わ
- 10 0-
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ら ず､ ポ リ プ ェ ニ ル ア ラ ニ ン合成に 対す る 作用 と して は 50
1'c で 少 し促
進 した の み で あ っ た (F ig. 26- C)｡
使用し た ペ ン タ ア ミ ン の 中 で は､ 4､ 3､3､ 4- ペ ンタ ア ミ ン及び 3､4､4､3-
ペ ン タ ア ミ ン の ポ リプ ェ ニ ル ア ラ ニ ン合成 の 促進寒 が最も 大喪か っ た ･(
Fig. 27)｡ こ れ ら の 結 果か ら､ ポ リ ア ミ ン アナ ロ グ中に ア ミ ノプ チル 基
が 存在す る1= と が ､ 大腸菌 が高 いi.E
･
度 で ポ リ ペ プチ ドを合成を行うう え
で 重 要で あ ろ う と考 え られ た ｡
3) 高度好麹菌無 細胞ポリ プ エ ニ ル ア ラ ニ ン合成 に 対す る ポリア ミン
ア ナ ロ グの 影響
大防菌の 系 で の 結 果か ら ､ イ ンキ ユ ベ - シ ヨ. ン温度と ポリ アミ ン アナ
lコグの男3 響の 関係 を更 に 調 べ る た め に ､■高度好 熟菌 の 系 を用 い ､ 大腸菌
の 系 で は不可能な 60oC や 7 0'JC で のポリ プ ユ ニ ル ア ラ ニ ン 合成を行 っ
た ｡
高度好熟菌の 無細胞系 の 6 0oC と 70oC にお い て ､ ジ ア ミ ンは至適 マ
グネ シ ウ ム イ オ ン 濃度 を低下 し た が ､ ポ リ プ ェ ニ ル ア ラ ニ ン合成に 対す
る 促進 作用 は ばと ん ど示 さ な か っ た (Fig. 28)｡ トリ ア ミ ン 中で はスペ
ル ミ ン が 2 つ の 作用 と も に 最 も効 果的で ､ 次 い で ア ミ ノ プロ ピル カダベ
リ ン で あ っ た (Fj名 . 2 8)｡ テ トラ ア ミ ン 中で ほ ス ペ ル ミ ンと サ ー モ ス ペ
ル ミ ン が最 も効果 的で あ っ た か ､ サ ー ミ ン は 6 0oC で は ほと ん ど影響が
なく 70
;'
C にお い て わ ず か に 促進 した (Fig. 2 9)｡ 大腸菌 に 存在し 高度
好軸蘭 に は 見ら れ な い カ ダ ベ リ ン は促進効果が な か っ た ｡ ベ ンタ ア ミ ン
a)Lfjで は ､ 少なく と も 2 つ の ア ミ ノ プ チ ル 基を ペ ン タ ア ミ ン の 分子中に
も っ て い る こ と が ポ リ プ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 合成の 促進 に必要 で あるが ､ 至
- 1 0 3-
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適 マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン 濃度の 低下作周 は す ぺ て の ペ ン タ ア ミ ン で 同程度
で あ う た (F ig. 30)｡
佳) ポリプ エ ニ )L' ア ラ ニ ン合成 の 様 々 な温度 に お ける タイム コ ー ス
今ま で 述 べ て き たポ リ プ ェ ニ ル ア ラ ニ ン合成時間は 5 分間で ある が､
イ ン キ ュ ベ - シ ョ シ時 間を更 に 2 0分ま で の ばし て ポ リ プ エ ニ ル ア ラ ニ
ン 合 成の タ イム コ ー ス を調 べ た ｡ Fig . 31 にみ られ る如 く ､ 大腸菌の 系
(30､ 40お よび 50
o
C) で も高度好熟菌 の 系 (60お よび 70
o
C) で も至遭
濃度 の ス ペ ル ミ ン 存在下 お よ び 非存 在下で 20分 まで 直線 的に合成量が
増加 し た ｡ 同様の 結果 が ス ペ ル ミ ジ ン お よ び3､4､4､3- ペ ン タ アミ ン を添
加 し た場合も 得ら れ た ｡ こ れ らの 結果 か ら ､ ポ リ ア ミ ン ア ナ ロ グに よ る
ポ リ プ ェ ニ)L･ア ラ ニ ン合成の 促進作用 がイ ンキ ュ ベ ー シ ョ ン温度の 上昇
に 伴 い 強く 現れ たの は ､ ポ リ ペ プチ ド合成に 必要 な 因子の インキ ュ ベ ー
シ ョ ン温度の 上昇 に 伴う 失 括をポ リ ア ミ ン が阻止 す る こ と依る の で はな
く ､ ポ リ ア ミ ン が温度 の 上昇に 伴 っ て よ り弓重く ポリ ペ プチ ド合成を直接
促進 す る こ と が示 唆き れ た｡
5) 至適ポリ ア ミ ン 演度 とポ リ ア ミ ン ア ナ ロ グ に よる ポリ プ ェ ニ ル ア
ラ ニ ン合成促進率 の 種々 の 温 度に おける解析
こ れ ま で に 述 べ た 結果 を ､ そ れぞ れ の ポ リ ア ミ ン アナ ロ グ に つ い て イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 温度 と 至適 マ グネ シウ ム 溝度 を片対数 プロ ッ トす る と ､
ぁき ら か に 直線性 が見 ら れ た (F ig. 32)｡ 例え ば ､ ス ペ ル ミ ジン の 至連
携度 は ､ 30､ l
'
10､ 50'ユC におい て そ れ ぞ れ 2. 3､ 4mM であ りこ さ ら に温
度 の 上 昇に つ れ て 促進率 が高く な っ た (Fig. 33)｡ スペ ル ミ ジ ン は 50
17
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に お い て 最 高の 促進率 を示 し た｡ 従 っ て ､ テト ラ ア ミ ン や ペ ン タ ア ミ ン
の ポ リ ペ プチ ド合成 に お け る重要 性 は成長 t;･民度 の 上昇と と も に 高ま る こ
とに あ る思 わ れ る ｡
5 - 3 考 察
大腸菌の 系 の 結 果か ら ､ ポ lノ ア ミ ン に よ る蛋 白質 合成 の 促進作用 はジ
ア ミニノU_)作岡をoI)ぞ い て 本質 的に 温度依存性 で あ る と 言 え る ｡ ポ l) ア ミ
ン
ー
J
'
' ナ ロ ),I
-'
の 至過渡度之よ例外 な く 温度の 上 昇と 供に 高く な り ､ 長い ア ナ
ロ グ程よ り 高艦 で 蛋白質合 成を 強く 促進 し た ｡ ま た ､ 至適 濃度は ア ミ ノ
甚の 放 か 増 え る 程小さ く な -) た｡ こ れ らU:)結 果 を高度好粘 菌の 培養温度
を徐 々 に 上 昇さ せ た 時に 当て乙よめ て み る ｡ ま ず ､ ス ペ ル ミ ジ ン 等の ト リ
ア ミ ン か ら スペ ル ミ ン･, サ ー モ ス ペ ル ミ ン が 合成 され て 温度の 上昇に 対
処 し よ うと す る が ､ さ ら に 温度 が 上 昇す る と , サ ー ミ ン や ペ ン タ ア ミ ン
山 ホ モj)ル ド ペ =; タア ミ ン ､ 次 い で カル ド ペ ン タ ア ミ ン が誘導
●
され る ｡
サ ー ミ ン は 他の テ ト ラ ア ミ ン に 較 ぺ て 蛋白質合成 の 促進 作用 は小さ い が､
ペ ン タ ア ミ ン の 生 合成 の 前駆体 に な り う る ｡ こ の 場 合長 い ポ リア ミ ン ア
ナ ロ グ程低 い 膿度 で 効果的 で あ る こ と ば ､ アナ ロ グの 合成が 少な く て す
む と い う点 で 合理的 で あ る と言 え よ う ｡
こ れ ら の 傾 向を好 熱性 に あ て はめ て み ると ､ 菌体中 の ポ リ ア ミ ンア ナ
ロ グの 大 き き乙ま､ 常 温菌 は ス ペ )i, ミ ジ ン等 の ト リ ア ミ ン を最長 の ポリ ア
ミ ン と し て 含有L) ､ 中 等度好熟蘭 に は テ ト ラ ア ミ ン の ス ペ ル ミ ン や サ -
モ ス ペ ル 羊ン 汎見ら れ る ｡ 高度好熟菌 で は ､ 増殖温度 が 7 5
o
C 以上 に な
る と ホモ カ ル ド ペ ン タ ア ミ ン が 見ら れ5 7 )､ 80
o
C 以上 に な る と カ ル ドペ
ー 1.1 2
-
ン タ ア ミ ン が 増加す る こ と5 6 )が知 られ て い る ｡ こ の よ う な 好熱性と含有
ポ リ ア ミ ン の 関係 は ､ 蛋 白質合成に お ける ポ リ ア ミ ン のR,
I
,響 とよく 一 致
し た ｡
次に ､ ポリ ア ミ ン ア ナ ロ グの 構造と ポ リ ア ミ ン ンの 蛋白合成に お ける
2 つ の 作用 す なわ ち 室連 マ グ .ネシ ウ ム イ オ ン 漉度 の 低下と 蛋白合成の 促
進に つ い て 考 え て み る ｡ ど の 温度 に お い て 屯､ ア ミ ノプ ロ ピル 基 は至適
マ グネ シ ウ ム イ オ ン 漉度 の 低下に 必 要で ある が ､ 合成促進作用は弱か っ
た ｡ 一 方 ､ ア ミ ノ プ チ ル 基は 蛋白質合成塵の 促進 に も至適 マ グネシ ウム
イオ ン 濃度 の 低下 に も重要 で あ っ た ｡ こ れ らの 事 か ら､ ポリ ア ミ ン が影
響 を与え る こ と か 知ら れ て い る他 の 反応 ､ 例 え ば ､ tRNA のア ミ ノ ア シ ル
化反応 ､ RNAa s eの 活性 ､ 脂質 過酸化 ､ ATPa s e活性に 対 し て も､ アミ ノ
プロ ピ ル 基と ア ミ ノ プチ ル 基が 別々 に あ る いもよ 関連して 作用す る こ と が
考え らjtる ｡ 代替ホ リ ア ミ ンで あ る カ ダベ リ ン と ア ミ ノ プ ロ ピル カダ ベ
リ ン は大腸菌の ポ リ プ ェ ニ ル ア ラ ニ ン合成 に お い T ･､ プト レ シ ン や ス ペ
ル ミ ジ ン と 同様の 効果 を 示し た ｡ し か し､ 高度 好熟菌の 系 で は､ こ れ ら
の ア ナ ロ グ は効果 が弱 く ､ 高度好 熟菌は 温度の 上昇に 対 し て より効果的
な ア ナロ グ を 合成す る｡ こ の 事 か ら ､ 菌 の 種類 に よ っ て 代 替ポリア .ミ ン
の 利 用の 仕方 が異 な る こ と が示唆 きれ る｡
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5 一 塊 小 指
様 々 なポ リ ア ミ ン ア ナ ロ グの ､ ポリ ペ プチ ド合成 に 対 す る 影響 を大腸
菌 (30
oC - 50oC) 及び 高度 好熟菌 (60
｡d - 70｡c) の 無細 胞系 に お い て ､
合成の 促進 及び マ グ ネ シ ウ ム イ オンに 対 す る代替 作用の 2 つ に つ い て 検
討 し た ｡ ポ リ ペ プチ ド合 成 の 促進作用 も､ 至連 マ グネ シ ウ ム イオ ンの 低
下作 用も 合成周 の 温度 が 上 昇 す る に つ
`
れ ポ リ ア ミ ン ア ナ ロ グ に よ る効果
の 増 大が 認め ら ゎ た ｡ 温度 を 一 定 に L'て 比較す る と ､ ポ ロ ア ミ ンア ナ ロ
グの 至適 膿度 は ジ ア ミ ン , ト リ ア ミ ン > テ トラ ア ミ ン ' ペ ンタフ ミ ン
の 順 に な っ た ｡･実験 に 用 い た ジ 7
.
ミ ン の 間 で は ､ ポ リ ペ プチ ド合成の 促
進 率に 差は
■
な か っ た が ､ 至連 マ グネ シ ウ ム イ オ ン の 低下 作用 はジア ミ ノ
プ ロ パ ン 'プト レ ス シ ン , カ ダ ベ リ ン の 順 に な っ 之 ｡ 使用し た 3 種 の
ト リ ア ミ ン は ､ 大腸菌 の 系 で は 大き な差 が 無か っ た が ､ 高度好熟蘭の 系
で は ス ペ ル ミ ジ ン が ･､ 両 作用 と
一
も最 も効果 的 で あ っ た｡ テ トラ ア ミ ン と
ペ ン タ ア主ン の 結果 か ら ､ ア ミ ノ プチ ル 塞を ア ナ ロ グ内 に 含む こ と が求
リi
･
.
(プチ ド合成 の 促進 と 至適 マ グネ シウム イ オ ン溝 度a)低下 に 重要で あ
り ､ ア ミ ノ プ ロ ピ ル 基 は至適 マ グネ シ ウ ム イオ ン感度 の 低下 に 重要で
■
ぁ
る こ と が 示唆 きれ た ｡
大腸菌 の 系 で は ト リ ア ミ ン が､ 最 も効 果的で ､ 高度好 熟菌 の 系で は､
G O
t'
c にお い て は テ ト ラ ア ミ ン の ス ペ ル ミ ン ､ 70
oC にお い て はベ ン タ ア
ミ ン の 4,3,3.4- ペ ン 夕ア ミ ン が 最も 効果 的で あ っ た ｡
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第6 葦 結 合的考 宗
大腸菌の カ スガ マ イ シ ン 耐性 (KsgA) 株は 16 SrRN Aの 3
' 末端付近
の ル ー ブ上 に 2 つ 並 ん で 存在 す る アデ ニ ン の メ チ)L!1ヒ酵素を欠損 して串
り ､ 親株 と較 ペ て 増殖 速度 及び リボソ ー ム の 3 0Sサブユ ニ ッ トの 蛋白質
合成台旨が低 い ｡ 野生件 の メ チ ル 化酵素 を用 い て ､ Ks基A 株 から調製し た
23 Sコ ア粒子 を基質 と し て メ チル 化 を行う と ､ スペ ル ミ ジ ン 添加 に よ り
そ の メ チ ル 化反応 が 促進さ れ た｡ 一 方 ､ 大腸菌の ポ リア ミ ン 要求枠 (MA
261および DK- 6) を ポ リ ア ミ ン 非存在下 で培養 す る と ､ プト レ ス シン を
添 加 し た場合 に 較 ぺ て 増殖速度 が低下 し て お り ､ 更 に ､ 3 0Sリポ ソ ー ム
サ ブ ユ ニ ッ トの 蛋白質合成台旨が 減少 し て い た ｡ こ れ らの 変異株 (カ スガ
マ イ シ ン 耐惟株 お よび ポ リ ア ミ ン 要求株) の 30 Sサブユ ニ ッ トの 活性 の
低下 の 原 因は典 嵐で ､ 30 S･サ ブ ユ ニ ッ トに 対す る主 と し て Slリボ ソ∵
ム 蛋白質の 結合 畳が減少 し て い た た め で あ っ たふ･更 に ､ カ ス ガマ イ シ ン
耐 性株 を栄養に 富ん だ 培地で 増義 す,ると ､ 単離 し た リボ ソ ∵ ム の活性は .
低下 .L た ま.】まで あ るが 菌 の 増殖 速度乙
i
L
,お け る親 枠と の 差 が 小さく.
な る こ
と か ら ､ メ チ ル 化を補 う 因子 の 存在 が 考 えられ た｡ 30S▲粒子の再構成実
験 い お い て ポリ ア ミ ン は ､ 16S rRNA のア デ ニ ンの メ チル 化 を欠 い た 30
s 粒子 へ の Sl 蛋白質 の 結合 を促進 し た が ､ 正常 な 16S.rRNA からの 再
構成 に お い て は促進L'な か っ た ｡ こ れ ら の 結果 か ら ､ ポ ー)/ア ミ ンは 16S
rRNA のアデ ニ ン の メ チ ル 化 を補う 因子 の ひ と つ で あ ると考ぇられ る｡
ポリ ア ミ ン は リ Jiiヌ クL, ア - ゼ 活性を促進す る こ と が知 らi
'
_
Lて い 阜が,
ス ペ ル ミ ジ ン は枯草菌 の リ Ji':ソ - ム お よ び リ ボ ソ - ム サ ブ ユ ニ ッ トをリ
ボ ヌ ク レ ア - ゼ に 対 して 安定 化し た｡ ま た ､ 正常 な枯草菌の 30Sリ-ボ ソ
ー 1 15 -
- ム 粒 子u)再構成実験 に お い て ､ ス ペ ル ミ ジン 存在下 で 再 構成さ れ た
:iOS粒子uL)ポ り ブ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 合成能 は ス ペ ル ミ ジ ン を 加 えな い 場合
に 較 ぺ 高 い 偵 を示 し た ｡ こ れ ら の 事 か ら ､ ポ リ ア ミ ンはリ ポ ソ ー ム の 檎
造を 保持す る こ と に 必要 で あ る と考 え ら れ る ｡ し か し､ 大腸菌と 高度好
粘菌 か らO:)ポ リ プ ユ ニ ル ア ラ ニ ン 合成系 に 対す る ポ リ ア ミ ン の 促進 効果
は ､ 合成温度 が 比較的 高(･ な っ て も ポ リ ア ミ ン 非存在下で リ Jiiソ - ム が
消化 を 保 っ て い た と か ら ､ リ ボ ソ ー ム の 安 碇化の み に よ る も UL)で は ない
と 考え ら れ る｡ 従 っ て､ I
-Jit
o
l) ア ミ ン は リボ ソ ー ム 由 安定化 と 機能 の 促進
Oj 2 つ の 作用を あ ら わ す と 思わ れ る ｡
二 価性架橋剤 に よ り ス ペ ル ミ ン と架橋 し た 30 Sリボ ソ ー ム 蛋白質 は､
蛋白質合 成の 開始 段階 に 関係 す る 蛋白質が 主 で あ っ た｡ S3 蛋白質は ､ ペ
プチ ド鎖 伸長 因子 Tu 依存の ア ミ ノ ア シ ル ー tRNA のリJi(ソ - ム ヘ の 結合
を促進 す る こ と が 知 ら れ て お り1 3 )､ s4蛋 白質己ま､ リポ ソ ー ム の 開始 コ
ドン A UGへ の 結合 を促進 し1 3 4' ､ 蛋白質合成 の 精度 を高め る こ と が 知ら
れ て い る ｡ 一 方 ､ 50 S リポ ソ ー ム 蛋白 質で は､ ペ 7
'
チ ジ ル トラ ン スフ エ
ラ ー ゼ 活性 の 再構 成に 必要 な 蛋白質 が 主と し て ス ペ ル ミ ン と 結合 し た｡
こ れ ら の 反応 は ポリ ア ミ ン の 添加 に よ り 促進 き れ る こ とか ら ､ ポリ ア ミ
ンの リポ ソ ー ム 上の 結合部 位之まこ れ ら の リ ポ ソ ー ム 蛋白質付正に 局在 し
て い る と考 え` ら れ る ｡
蛋白合成 に お け る至適 マ グネ シ ウ ム イオ ン洩度 の 低下 と 蛋白合成 の 促
進 に つ い て ポリ ア ミ ン は本質 的に 温度依存性 で あ っ た｡ ま た ､ どの 温痩
に お い て も ､ ア ミ ノ プ ロ ピル 基 ほ至適 マ グ ネ シ ウ ム イオ ン 濃度の 低下 に
必 要で あ る が金成促進 作用 は 弱か っ た ｡ 一 方､ ア ミ ノ プチ ル 基 は蛋白質
合成･童 の 促 進作用 に も 至適マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン 溝 度 の 低下作用 に も重要
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で ある と 考 え られ た｡ こ れ ら の 事か ら.､ ポ リ ア ミ ン が影響 を与 える こ と
が知られ て い る 他の 反応 に 対 し て も , ポ リ ア ミ ン は 温度依存的に ､ ア ミ
ノ プ ロ ピ ル 基と ア ミ ノ プチ ル 基 が別 々 に ､ あ る い は 関連 して 件用す る可
能 性が 考 え ら れ る ｡
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絵 描
ポ リ ア ミ ン は あ ら り)る細胞 に 存在し ､ 増殖 に 先 立 っ て 盛 ん に 合成･ぎ れ
る こ と か ら ､ 増
'
:y
”
LSとCL)様 々 な 関わ り が注目 さ れ て い る｡ ポ リ ア ミ ン の 作
JTJと し て は ､ DNA山 安定 化, DNA 合成の 促進 , RN A合成 の 促進､ 蛋白質
合成 の 促進 ､ 蛋白質 合成 に お け る誤訳 の 減 少な ど が 知ら れ て い る ｡ また ､
幡幡 マ ー カ ー と し て ポ リ ア ミ ン を 臨床領域 で 利用す る試 み も な き れて い
る . しか し , ポ リ ア ミ ン の 作用機 作uL)詳細 は い ま だ 不明な 点が 多い ｡ 著
者は , 細胞u)増殖 に 不可欠 な 蛋白質合成 に 対 する ポ リ ア ミ ン の 作周 に 注
目 し ､ 大腸菌 の リ J11ソ - ム の 構造 と機能 に 対 す るポ リ ア ミ ン の 影響 を検
討 し ､ 以下 の 事 項を 明 ら か に し た ｡
(1) ポリ ア ミ ン 欠乏 に よ る 30Sリボ ソ ー ム サブ ユ ニ ッ トの 蛋白質合成
能低下 の 原因
大腸菌 の ポ リ ア ミ ン 要求株 MA 261及び DK- 6 をポ リ ア ミ ン非存在下 で
培養 す る と ポリ ア ミ ン 存在下 で 増 養 し た と き に 較 べ て 30SリJii リー ム サ
ブ ユ ニ ッ トの ポ リ ペ プチ ド合成能 が 低下 す る原 因 を調 べ る目 的で ､ 30S
リ ポ ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト の 全蛋 白質 とス プ リ ッ ト蛋白質をポ リ アク リル
ア ミ ドス ラ ブゲル 電気 泳動 お よびポ リ ア ク リ ル ア ミ ドデ ィ ス クゲ ル 電読
泳動 を 用 い て 解析 し ､ 大腸菌 の ポ リ ア ミ ン 要求株をポ リ ア ミ ン非存在下
で 培養 し調 製し た 30 Sリボ ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ トの Sl 蛋 白質の 減少とポ
リ ペ プチ ド合成能 の 低下 に 相 関が あ る こ と を見 い だ し た ｡ こ れ ら の こ と
か ら ､ ポ リ ア ミ ン が 30 Sサ ブ ユ ニ ッ ト ヘ の Sl輩白質の ア セ ン ブリ ー を
促進 す る こ と が 示唆 き れ た ｡
(2) 枯 草菌の , 30 S
.
リポ ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト の ス ペ)レミ ジ ン とマ グネ シ
ー 1 1 8-
ウム イ オ ン に よ る 安定 化
大 腸菌に 較 ぺ て 不安 定な 枯草菌の 30Sリポ ソ
ー ム サブ ユ ニ ッ トを安定
に 取 り 出す方法 を検索 す る 目的 で ､ 30 Sサブ ユ ニ ッ トをイ ン キ ュ ベ
- シ
ョ ン す る と リ /iiソ - ム 蛋白質に は あ ま り変化が な く ､ 16 SrRNAが切断さ
れ る こ と を見 い だ し た ｡ こ れ は ､ 30Sサ ブユ ニ ッ トに 結合 し て い るリボ
ヌ ク レ ア - ゼ が機能 し た た め と 思わ れ る ｡ 更に ､ ス ペ ル ミ ジ ンの 添加が
16SI,RNA の分解を 阻害 す る こ と を 見い だ し, ス ペ ル ミジ ン および高膿度
の マ グ ネ シ ウム イ オ ン の 存在下 で 30S サブ ユ ニ ッ トを調製す る こと に よ
り ス ペ ル ミ ジン 非存在下 で 調製 し たサ ブユ ニ ッ ト に 較 ペ て ､ 4 倍以上 の
ポ リ ペ プチ ド合成能 を も つ 棟 品を得 る こ と に 成功 し た ｡
(3) リポ ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ トの 生成 お よび再構成 に対 する ポリア ミ ン
の 効果
大腸菌 の カ スガマ イ シ ン 感受性株 お よび耐性 株の 30Sサ ブユ ニ ッ トの
リ ボ ソ ー ム 蛋白質を ゲル 電気泳動 で 分析 し た結果 ､ カ スガマ イ シ ン 耐悼
件の 30Sサブ ユ ニ ッ ト中の Sl リボ ソ ー ム 蛋白質 の 含量が ､ 感受性株の
3 0Sサブ ユ ニ ッ ト に 較 ぺ て 減少し て い た｡ 大腸菌 Q13株か ら精製し たア
デ ニ ン の メ チ ル 化酵素 で あ らか じ めメ チ ル 化を行 っ た 23Sコ ア粒子 と ス
プ リ ッ ト蛋白質か ら 30 Sサブ ユ ニ ッ ト の 再構成 を行 っ たと こ ろ ､ メ チル
化に よ り ､ 30S粒子 ヘ の Sl 蛋白質の 結合 が促 進き れ た ｡ ま た､ ス ペ ル
ミ ジン は カ スガ マ イシ ン耐性梓の 16SrRNAと全 30S蛋白質からの 30
s サブ ユ ニ ッ トの 再構成 を促進 し た が ､ 正常な 16SrRN Aと 30Sリボ ソ
ー ム 蛋白質 か らの 再構成 に 殆 ど影 響を 与 えな か っ た｡ 23SrRNAと 5S
rRNAおよび 全 5 0S蛋
l
自覚か ら の 再構成 は､ ス ペ ル ミジ ンに よ･おり大き
な 影響 を 受 けな か っ た｡ カ スガ マ イ シ ン 耐性株 の 16SrRNAと 30Sリボ
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ソ - ム 蛋 白質か ら ス ペ ル ミ ジ ン 存在下 お よび 誰 存在下で 再構 成する と ､
sl および S9 蛋白質 の 2 3Sコ ア粒子 ヘ の 結合 が ス ペ ル ミ ジン に より 促
進 き れ た ｡ 枯草菌 の 30 S粒 子の 16SrRNA と 30 Sリ ポ ソ ー ム 蛋白質か
ら の 再構成 は ､ ス ペ ル ミ ジン の 添加 に よ り促進 きれ た｡
(4) 大腸菌 リJiiソ - ム 上 の ポ リ ア ミ ン結合 部位
リ ポ ソ ー ム 上の ポ リ ア ミン の 結合部 位を 調 べ る目 的で ニ 価性架橋剤 を
用 い ､ 1 4c- ポ リ ア ミ ン と架橋 した リポ ソ ー ム 蛋 白質 を分 析 し た｡ 架橋剤
と し て FF Dを 用い る と ､ スペ ル ミ ン は S3､ S 8､ S9､ Ll､ L2, L5､ L6､
L13､ L1 8､ L24および L27蛋白質 と結合 し た ｡ D MS用 い た場 合に は スペ
ル ミ ン は ､ Sl､
.
S3､ S4､ S5､ S7､ $8､ S9､ S1 5､ Ll､ L 2､ L3､ L6､ L18･､
お よび L24蛋白質と 結合 し た ｡ こ れ ら の 蛋白質 の 大部分 は ポ リ ア ミ ン に
ょ り 促進 きれ る 反応 に 関係 し ､ 特 に ､ S3 は蛋白質合 成伸長 因子 ･Tu 依存
の ア ミ ノ ア シ ル ー t.RN A の結合 部 位､ S4もま開始 コ ドン に 結合 す る蛋白質､
SOSI)Jiミソ - ム 蛋白質 の ほ と ん ど は ペ プチ ジ)I/ ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ 活性
に 必要な 蛋白質 で あ る こ と が知 ら れ て おり ､ ポ リ ア ミ ン の リボ ソ ー ム 上
の 結 合部位 が局在 し て い る こ と が 示唆 され た｡
(5) 大隈商およ び 高度 好熟菌無 細胞蛋白
‾質合成 に 対す るポ リ ア ミ ン ア
ナ ロ グ と合成温 度 の 影響
種 々 の ポ リ ア ミ ン ア ナ ロ グの ポ リペ プ チド合 成 に 対 する影響を､ 大腸
菌 (30､ 40､ 5 0
o
C) 及び 高度好熟菌 (60､ 70
o
C) の 無細 胞系 に お い て ､
合 成の 促進及びセグネ シ ウ ム イ オ ンと の 代替作 用の 2 つ に つ い て 検討 し
た ｡ ポ リ ア ミ ン ア ナ ロ グ に よ るポ リ ペ プ チ ド合成 の 促進 も至適マ グネ シ
ウ ム イ オ ン の 低下 も合成 時の音五度 が上昇 する に つ れ効果 の 増大が認め ら
れ た ｡ 温度 を 一 定 に し て 比較す る と ､ ポ リ ア ミ ン ア ナ ロ グ の 至適漉度は
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ジ ア ミ ン > ト リア ミ ン > テ ト ラ ア ミ ン > ペ ン タ ア ミ ン の 順 に な っ た ｡
使用 し た 3 種 の トリ ア ミ ン は､ 大腸菌の 系 で は大き な差が 無か っ た が､
高度好熟菌 の 系で は ス ペ ル ミ ジ ン が ､ 両作用 と も最 も効果的で あ っ た ｡
テ ト ラ ア ミ ン と ペ ン タ ア ミ ン の 結果 か ら, ア ミ ノ プチル 基を 分子内に含
む こ と がポ リ ペ プ チ ド合成 の 促進と 至適マ グネ シ ウム イ オ ン 演度の 低下
に 重要 で あ り ､ ア ミ ノ プ ロ ピル 基己ま至適 マ グネ シ ウ ム イオ ン の 低下に 重
要 で あ る こ と が示唆 き れ た ｡
以上 をま とめ る と､ 大腸菌 の カ スガ マ イ シ ン耐性株 およびポリ ア ミ ン
非存在下 で 培養 した大腸菌 ポリ ア ミ ン 要求株の 3 0Sリボ ソ ー ム サブ ユ ニ
ッ トの ポ リ ペ プチ ド合成能 が 低下 し て い た の は , 30Sサ ブ ユ ニ ッ ト に 対
す る Sl
■
蛋 白質 の 結合 の 減 少が 原因 で あり ､ ポ T)ア ミ ン己ま 16SrRNÅ の
メ チ･ル 化を 介し て Sl蛋白質の 3 0Sサ ブ ユ ニ ッ ト へ の 結 合を促進し て ､
30Sサ ブユ ニ ッ トの 横紙を高 め る こ と が示 唆さ れ た ｡ ま た ､ スペ ル ミ ジ
ン乙ま枯草菌の 30S粒子中 の 16SrRNAを安定化 す る作用が あり ､ こ の 事
を利用 して 不安定な 枯草菌 の 3 0Sリポ ソ ー ム サブ ユ ニ ッ トを安定に 調製
す る こ と が で き た｡ こ れ ら の 事 か ら ポ リ ア ミ ンとま､ 蛋白質合 成量を増加
き せ る ばか り で な く ､ リ ボ ソ ー ム の 生成やリボ ソ ー ム の 安定性を革めて･
い る こ とが 考え ら れ た ｡ 二 価性架橋剤 を用 い た実験 に よ り､ ポリ ア ミ ン
は主 と して 30Sサ ブ ユ ニ ッ ト上で は S3蛋白質 および S4蛋白質付近 に ､
50 Sサ ブ ユ ニ ッ ト上 で は ペ プチ ジル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ に 必要な リポ ソ
ー ム 蛋白質付近 に 結合 し て い る こ と が 示唆さ れ た ｡ ポl) フエ ニ ル アラ ニ
ン 合成 に,対す る ポリ ア ミ ン の 作用 は本 質的に 温度 依存的で あ り､ ア ミ ノ
基 の 数 やポ リ メ チ レ ン鉄 の 長 い も0).ほ ど高温 で 有効で あ っ た ｡
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